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Beschreibung 

Gegehstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zur Herstellung von unilamellaren Lipo- 
somen in wassriger Phase. 

Liposomen sind in der Literatur in zahlreichen 
Veroffentiichungen beschrieben worden. Ihr Auf- 
bau und ihre Verwendung ist Gegenstand vieler 
Untersuchungen. Man unterscheidet unilamellare 
Liposomen mit einer Doppelschicht aus Lipiden 
von multilamellaren Liposomen mit mehreren 
Doppelschichten aus Lipiden, die zwiebelschalen- 
formig angeordnet sind. 

Unilamellare Liposomen haben eine kugelfor- 
mige Hiille und beispielsweise einen Durchmes- 
ser von ca. 2,0 x W*-S,0 x lo^m ( ca . 200 bis 
50 000 A), vorzugsweise ca. 2,0 x lO^-S.O x 
lO^m (ca. 200 bis 30 000 A). Die kugelformige 
Hiille besteht aus einer Doppelschicht der Lipid- 
komponenten, z.B. amphipatischen Lipiden, z.B. 
Phospholipiden, z.B. Phosphatidsaure, Lecithin 
Oder Kephalin, und gegebenenfalls neutralen Lipi- 
den, z.B. Cholesterin. Diese Doppelschicht um- 
schliesst einen Innenraum, der eine wassrige 
Phase enthalt. Unilamellare Liposomen werden 
auch als «Vesikel» bezeichnet. 

Es besteht grosses Interesse an der therapeuti- 
schen Verwendung von Liposomen als Trager von 
Wirkstoffen unterschiedlichster Art. So sind Lipo- 
somen als Trager von Proteinen, z.B. Antikdrpern 
oder Enzymen, Hormonen, Vitaminen Oder Genen 
Oder zu analytischen Zwecken als Trager von 
markierten Verbindungen vorgeschlagen worden. 
Als Beispiel sei die US-Patentschrift 3 993 754 ge- 
nannt, welche ein chemotherapeutisches Verfah- 
ren bei der Behandlung von Tumorzellen unter 
Verwendung von Liposomen als Trager zum Ge- 
genstand hat. 

Der betreffende Wirkstoff wird entweder bei der 
Bildung der Liposomen oder nachtraglich durch 
Diffusion verkapselt. Die Herstellung von Liposo- 
men und die Verkapselung des Wirkstoffs kann auf 
verschiedene Weise erfolgen und ist in dem Ober- 
sichtsartikel «Liposomes-Problems and promise 
as selective drug carriers- von Kaye, St. B., Can- 
cer Treatment Reviews (1981) 8, 27-50, beschrie- 
ben. Weitere Verfahren zur Herstellung von Lipo- 
somen zwecks Verkapselung von Wirkstoffen sind 
ebenfalls durch Barenholz et al. in Biochemistry, 
Vol 16, No. 12, 2806-2810, sowie in den Deutschen 
Offenlegungsschriften (DOS) 28 19 855, 29 02 672, 
2532317 und 28 42 608, in der US-Patentschrift 
4 053 585 und in der Europaischen Patentanmel- 
dung 36 676 beschrieben. 

Man lost beispielsweise die Lipidkomponenten, 
z.B. Phospholipide, z.B. Phosphatidsaure, Leci- 
thin oder Kephalin, und gegebenenfalls neutrale 
Lipide, z.B. Cholesterin, in einem organischen 
Losungsmittel, z.B. Chloroform oder Benzol, auf. 
Nach dem Eindampfen bleibt eine homogene 
Schicht, z.B. eine Filmschicht, der betreffenden 
Lipidkomponenten zuriick. Man dispergiert an- 
schliessend die Lipidkomponenten in einer wass- 
rigen Phase, welche den betreffenden Wirkstoff 
enthalt, z.B. durch Schutteln. Bei der anschlies- 



senden Behandlung mit Ultraschall bilden sich 
unilamellare Liposomen, welche den Wirkstoff 
verkapseln. 

Nach vielen bisher bekannt gewordenen Ver- 

5 fahren erhalt man wassrige Phasen sowohl mit 
Mischungen von unilamellaren als auch multila- 
mellaren Liposomen, wobei Struktur und Grosse 
dieser Liposomen zufallig und kaum beeinfluss- 
barsind und betrachtlich variieren konnen. Wass- 

10 rige Phase mit iiberwiegendem Anteil an unila- 
mellaren Liposomen erhalt man bisher nur mit 
apparativ aufwendigen Herstellungsverfahren, 
z.B. durch Ultraschallbehandlung, Diaiysieren 
oder Gelfiltration. 

is Nach dem Verfahren der vorliegenden Erfin- 
dung lassen sich auf einfache Weise wassrige 
Phasen mit einem hohen bis fast quantitativen 
Anteil an unilamellaren Liposomen herstellen, 
welche kleine unilamellare Liposomen (KUL) mit 

20 einem Durchmesser von ca. 2,0-6,0 x 10"* m (ca. 
200-600 A) und grosse unilamellare Liposomen 
(GUL) mit einem Durchmesser von ca. 6,0 x 
lO^m-S.O x I0" 7 m ca. (600-3000 A) enthalten 
konnen. Ein besonderer Vorteil des erfindungsge- 

25 massen Verfahrens besteht darin, dass man KUL 
und GUL von relativ einheitlicher Grosse erhalt 
und dass man das Mengenverhaltnis von KUL zu 
GUL in der dispersen Phase variieren kann. Mit- 
tels geeigneter Trennmethoden, z.B. Gelfiltration 

30 oder einer Ultrafiltrationszelle, kann man kleine 
von grossen unilamellaren Liposomen abtrennen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Herstellung von unilamellaren Liposomen, da- 
durch gekennzeichnet, dass man 

35 a) ein Lipid der Formel 

R, (0) m 
I II 
R.-C^-C-CHj-O-P-O-R, (A), 



worin m null oder eins ist, einer der Reste R-i und 
R 2 Wasserstoff, Hydroxy, Cr-C 4 -Alkyl und der an- 

45 dere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy 
mit je 10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 
C-Atomen, R 3 Wasserstoff oder Ci-C 4 -Alkyl und R 4 
Wasserstoff, Cr-C 4 -Alkyl, d-Cy-Alkyl substituiert 
durch Carboxy oder Sulfo, C 1 -C 7 -Alkyl substituiert 

so durch Carboxy und Amino, wobei die Aminogrup- 
pe sich in a-Stellung zur Carboxygruppe befindet, 
Cr-C 4 -Alkyl substituiert durch Halogen, C!-C 4 - 
Alkoxycarbonyl oder Ci-C 4 -Alkansulfonyl oder 
Cz-C 4 -Alkyl substituiert durch freie oder verather- 

55 te Hydroxygruppen, wobei zwei veratherte Hy- 
droxygruppen durch Methylen, Athylen, Athyliden, 
1,2-Propylen oder 2,2-Propylen miteinander ver- 
bunden sein konnen, einen Kohlehydratrest mit 
5-12 C-Atomen Oder, wenn R-, und R 2 Wasserstoff 

so oder Hydroxy und R 3 Wasserstoff bedeuten, einen 
Steroidrest bedeuten, und ein zusatzliches Lipid 
der Formel A, worin m null oder eins ist, Rt und R 2 
unabhangig voneinander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy 
oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen, R 3 Was- 

S5 serstoff und R 4 durch Tri-d-C 4 -alkylammonio sub- 
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stituiertes Cz-C 4 -Alkyl oder 2-Aminoathyl bedeu- 
ten, oder dass man ein Lipid der Formel A, worin 
m null oder eins ist, Ri und R 2 unabhangig vonein- 
ander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy mit je 10-20 C- 
Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 und 
FU Wasserstoff bedeuten und gegebenenfalls ei- 
nes der genannten zusatzlichen Lipide der Formel 
A in wassriger Phase mit einem pH-Wert grosser 
als neun dispergiert, oder dass man 

b) ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins 
ist, einer der Reste Ri und R 2 Wasserstoff, Hy- 
droxy, Ci-C 4 -Alkyl und der andere Rest Alkyl, Al- 
kenyl, Alkoxy Oder Alkenyioxy mit je 10-20 C- 
Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 
Wasserstoff und R 4 durch eine Ammoniogruppe 
substituiertes Cz-C 4 -Alkyl bedeuten, und gegebe- 
nenfalls eins der unter a) genannten zusatzlichen 
Lipide der Formel A oder dass man ein Lipid der 
Formel A, worin m null oder eins ist, R, und R 2 
unabhangig voneinander Alkyl, Alkenyl oder Alke- 
nyl oder Alkenyioxy mit je 10-20 C-Atomen oder 
Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und 
R4 durch eine Ammonio-C2-C 4 -alkylammonio- 
gruppe substituiertes CjKVAIkyl bedeuten, und 
eins der unter a) genannten zusatzlichen Lipide 
der Formel A in wassriger Phase mit einem pH- 
Wert bis ca. 1 oder darunter dispergiert und die 
wassrige Phase neutralisiert und, wenn er- 
wiinscht, die erhaltlichen unilamellaren Liposo- 
men anreichert und/oder abtrennt. 

Die welter vorn und im folgenden verwendeten 
allgemeinen Begriffe haben im Rahmen der vor- 
liegenden Beschreibung vorzugsweise die folgen- 
den Bedeutungen: 

Verfahren a) 

Alkyl Rl R 2 oder R 3 mit 1-4 C-Atomen ist z.B. 
bevorzugt Methyl, ferner Athyl, n-Propyl, oder n- 
Butyl. 

Alkyl Rt oder R 2 ist vorzugsweise n-Decyl, n- 
Undecyl, n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, n-Tetra- 
decyl (Myristyl), n-Pentadecyl, n-Hexadecyl (Ce- 
tyl), n-Octadecyl (Stearyl) oder n-Eicosyl (Arachi- 
nyl), ferner n-Heptadecyl oder n-Nonadecyl. 

Alkenyl Rt oder R 2 ist vorzugsweise 
9-cis-Dodecenyl (Lauroleyl), 
9-cis-Tetradecenyl (Myristoleyl), 
9-cis-Hexadecenyl (Palmitoleinyl), 
6-cis-Octadecenyl (Petroseiinyl), 
6-trans-Octadeceny I (Petroselaid inyl) , 
9-cis-Octadecenyl (Oleyl), 
9-trans-Octadecenyl (Elaidinyl) oder 
9-cis-Eicosenyl (Gadoleinyl), 
ferner 1-Decenyl, 1-Undecenyl, 1-Dodecenyl, 
1-Tridecenyl, 1-Tetradecenyl, 
1-Pentadecenyl, 

1-Hexadecenyl, 1-Heptadecenyl, 1-Octadecenyl, 
9-cis-12-trans-Octadecadienyl (Linolyl), 
9-trans-12-trans-Octadecadienyl (Linolaidinyl), 
9-cis-12-cis-Octadienyl (Linoleyl), 
9-cis-11-trans-13-trans-Octadecatrienyl 

(P-Elaostearinyl), 
9-cis-12-cis-15-cis-Octadecatrienyl (Linolenyl), 
9-, 11-, 13-, 15-Octadecatetraenyl (Parinaryl), 
1-Nonadecencyl, 1-Eicosenyl, 



5- , 11-, 14-Eicosatrienyl oder 5-, 8-, 11-, 
14-Eicosatetraenyl (Arachidonyl). 

Alkoxy R-i oder R 2 ist vorzugsweise n-Decyloxy, 
n-Dodecyloxy (Lauryloxy), n-Tetradecyloxy (Myri- 

5 styloxy), n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), n-Octadecyl- 
oxy (Stearyloxy) oder n-Eicosyloxy (Arachinyl- 
oxy), ferner n-Undecyloxy, n-Tridecyloxy, n-Penta- 
decyloxy, n-Heptadecyloxy oder n-Nonadecyloxy. 
Alkenyioxy R, oder R 2 ist vorzugsweise 

10 9-cis-Dodecenyloxy (Lauroleyloxy), 
9-cis-Tetradecenyloxy (Myristoleyloxy), 
9-cis-Hexadecenyloxy (Palmitoleinyloxy), 

6- cis-Octadecenyloxy (Petroselinyloxy), 
6-trans-Octadecenyloxy (Petroselaidinyloxy), 

15 9-cis-Octadecenyloxy (Oleyloxy), 

9-trans-Octadecenyloxy (Elaidinyloxy) oder 
9-cis-Eicosenyl (Gadoleinyloxy), 
ferner 1-Decenyloxy, 1-Undecenyloxy, 
1-Dodecenyloxy, 1-Tridecenyloxy, 

20 1-Tetradecenyloxy, 1-Pentadecenyloxy, 
1-Hexadecenyloxy, 1-Heptadecenyloxy, 
1-Octadecenyloxy, 

9-cis-12-trans-Octadecadienyloxy (Linolyloxy), 

9-trans-12-trans-Octadecadienyloxy 
25 (Linolaidinyloxy), 

9-cis-12-cis-Octadienyloxy (Linoleyloxy), 

9-cis-11-trans-13-trans-Octadecatrienyloxy 
(P-Elaostearinyloxy), 

9-cis-12-cis-15-cis-Octadecatrienyloxy 
30 (Linolenyloxy), 

9-, 11-, 13-, 15-Octadecatetraenyloxy 
(Parinaryloxy), 

1-Nonadecenyloxy, 1-Eicosenyloxy, 

5-, 11-, 14-Eicosatrienyloxy oder 5-, 8-, 11-, 
35 14-Eicosatetraenyloxy (Arachidonyloxy). 

Acyloxy R1 oder R 2 mit je 10-50 C-Atomen ist 

beispielsweise Alkanoyloxy, durch ein aromati- 

sches Ringsystem substituiertes Alkanoyloxy oder 

Alkenoyloxy. 
Alkanoyloxy Hi oder R 2 ist vorzugsweise 

n-Decanoyloxy, n-Dodecanoyloxy (Lauroyloxy), 

n-Tetradecanoyloxy (Myristoyloxy), 

n-Hexadecanoyloxy, 

n-Hexadecanoyloxy (Palmitoyloxy), 

n-Octadecanoyloxy (Stearoyloxy) oder 

n-Eicosoyloxy (Arachinoyloxy), 

ferner n-Undecanoyloxy, n-Tridecanoyloxy, 

n-Pentadecanoyloxy, n-Heptadecanoyloxy oder 
so n-Nonadecanoyloxy. 

Durch ein aromatisches Ringsystem substituier- 
tes Alkanoyloxy oder R 2 ist beispielsweise Phe- 
nyl-n-alkanoyloxy, worin der Phenylrest sich in 
©-Stellung des Alkanoyloxyrests befindet, z.B. 
55 Phenyl-n-butyryloxy, -n-pentanoyloxy, 

-n-hexanoyloxy, -n-heptanoyloxy, 

-n-octanoyloxy, -n-nonanoyloxy, -n-decanoyl- 

oxy, 

-n-undecanoyloxy oder 
so Phenyl-n-dodecanoyloxy, 

3- oder 4-, vorzugsweise 4-Alkylphenyl-n-alka- 
noyloxy, 

worin der Alkylphenylrest sich in o-Stellung des 
Alkanoyloxyrests befindet, z.B. 
65 4-n-Butyl-, 4-n-Pentyl-, 4-n-Hexyl-, 4-n-Octyl-, 
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4-n-Decyl- Oder 4-n-Dodecylphenyl-n-butyryloxy, 

-n-pentanoyloxy-, n-hexanoyloxy, 

-n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy oder 

-n-dodecanoyloxy, 
Pyren-1-yl-n-alkanoyloxy, 
worin der Pyrenrest sich in ©-Stellung des Alka- 
noyloxyresti befindet, z.B. 
Pyren-1-yl-n-butyryloxy, -n-pentanoyloxy, 

-n-hexanoyloxy, -n-octanoyloxy, 

-n-decanoyloxy oder 
Pyren-1-yl-decanoyloxy, oder 
6- oder 8-Alkylpyren-1-yl-n-alkanoyloxy, 
worin der Alkylpyren-1-ylrest sich in ca-Stellung 
des Alkanoyloxyrests befindet, z.B. 6- oder 8-Nie- 
deralkyl-, z.B. 

6- oder 8-Athylpyren-1-yl-n-butyryloxy, 

-n-pentanoyloxy, -n-hexanoyloxy, 

-n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy oder 

-n-decanoyloxy, oder 
6- oder 8-n-Butylpyren-1-yl-n-butyryloxy, 

-n-pentanoyloxy, -n-hexanoyloxy, 

-n-octanoyloxy, n-decanoyloxy oder 

-n-dodecanoyloxy, oder 
6- oder 8-Alkyipyren-1-yl-n-alkanoyloxy, z.B. 
6- oder 8-n-Decyl-, -n-Dodecyl-, -n-Tetradecyl. 

-n-Hexadecyl- oder 
6- oder 8-n-Octadecylpyren-1-yl-n-butyryloxy, 

-n-pentanoyloxy, n-hexanoyloxy, n-octanoyloxy, 

-n-decanoyloxy oder -n-dodecanoyloxy. 

Durch ein aromatisches Ringsystem substituier- 
tes Alkanoyloxy Rt oder R 2 ist vorzugsweise 
4-(4-n-Decylphenyl)-decanoyl, 

4- (Pyren-1-yl)-butanoyl, 
6-(Pyren-1-yl)-hexanoyl, 

8- (Pyren-1-yl)-octanoyl, 
10-(Pyren-1-yl)-octanoyl, 

6-(6- oder 8-Athylpyren-1-yl)-octanoyl, 
6-(6- oder 8-n-Butylpyren-1-yl)-hexanoyl und 
10-(6- oder 8-n-Octadecylpyren-1-yl)-decanoyl. 
Alkenoyloxy oder R 2 ist vorzugsweise 

9- cis-Dodecenyloxy (Lauroleoyloxy), 
9-cis-Tetradecenoyloxy (Myristoleoyloxy), 
9-cis-Hexadecenoyloxy (Palmitoleinoyloxy), 
6-cis-Octadecenoyloxy (Petroselinoyloxy), 
6-trans-Octadecenoyloxy (Petroselaidinoyloxy), 
9-cis-Octadecenoyloxy (Oleoyloxy), 
9-trans-Octadecenoyloxy (Elaidinoyloxy) oder 
9-cis-Eicosenoyl (Gadoleinoyloxy), 

ferner 9-cis-12-trans-Octadienoyloxy (Linoloyl), 
9-trans-12-trans-Octadecadienoyloxy 

(Linolaidinoyloxy), 
9-cis-12-cis-Octadienoyloxy (Linoleoyloxy), 
9-cis-11-trans-13-trans-Octadecatrienoyloxy 

(Linolenoyloxy), 
9-, 11-, 13-, 15-Octadecatetraenoyloxy 

(Parinaroyloxy), 

5- , 11-, 14-Eicosatrienoyloxy oder 5-, 8-. 

11-, 14-Eicosatetraenoyloxy (Arachidonoyloxy). 

R 4 ist beispielsweise Wasserstoff, Ci-C 4 -Alkyl, 
z.B. Methyl, Athyl, Isopropyl, n-Propyl, Isobutyl 
oder n-Butyl, Ci-CrAlkyl substituiert durch Carb- 
oxy oder Sulfo, Cr-Cr-Alkyl substituiert durch 
Carboxy und Amino, wobei die Aminogruppe sich 
in a-Stellung zur Carboxygruppe befindet, Cr-C 4 - 
Alkoxycarbonyl oder C,-C 4 -Alkansulfonyl oder ist 



C2-C 4 -Alkyl substituiert durch freie oder verather- 
te Hydroxygruppen, wobei zwei veratherte Hy- 
droxygruppen durch Methylen, Athylen, Athyliden, 
1,2-Propylen oder 2,2-Propylen miteinander ver- 

5 bunden sein konnen. 

Ci-Cy-Alkyl substituiert durch Carboxy oder Sul- 
fo R 4 ist vorzugsweise Carboxymethyl, 2-Carboxy- 
athyl oder 3-Carboxy-n-propyl. Cr-Cr-Alkyl substi- 
tuiert durch Carboxy und Amino, worin die Amino- 

10 gruppe sich in a-Stellung zur Carboxygruppe be- 
findet, ist beispielsweise 2-Amino-2-carboxyathyi 
oder 3-Amino-3-carboxy-n-propyl. 

Ci-C^AIkyl substituiert durch Halogen ist bei- 
spielsweise Chlor- oder Brommethyl, 2-Chlor- 

J5 Oder 2-Bromathyl oder 2- oder 3-Chlor- oder 2- 
oder 3-Brom-n-propyl. 

C2-C 4 -Alkyl substituiert durch freie oder ver- 
atherte Hydroxygruppen, wobei zwei veratherte 
Hydroxygruppen durch Methylen, Athylen, Athyl- 

20 iden, 1,2-Propylen oder 2,2-Propylen miteinander 
verbunden sein konnen, ist beispielsweise 2,3- 
(2,2-Propylen)-dioxypropyl oder 2,3-Athylendioxy- 
propyl. 

R 4 ist ebenfalls ein Kohlehydratrest mit 5-12 
25 C-Atomen, beispielsweise ein natiirlicher Mono- 
saccharidrest, der sich von einer als Aldose oder 
Ketose vorliegenden Pentose oder Hexose ablei- 
tet. 

Eine als Aldose vorliegende Pentose ist z.B. 
30 D-Ribose, D-Arabinose, D-Xylose oder D-Lyxose. 

Eine als Ketose vorliegende Pentose ist z.B. 
D-Ribulose oder D-Xylulose. 

Eine als Aldose vorliegende Hexose ist z.B. 
D-Allose, D-Altrose, D-Glucose, D-Mannose, D- 
35 Galactose oder D-Talose. 

Eine als Ketose vorliegende Hexose ist z.B. 
D-Psicose, D-Fructose, D-Sorbose oder D-Tagato- 
se. 

Eine Hexose liegt vorzugsweise in zyklischer 

40 Form vor, z. B. als Pyranose (Aldose), z. B. a- oder 
f>D-Glucopyranose, oder als Furanose, z.B. a- 
oder p-D-Fructofuranose. Der Pyranosylrest ist 
vorzugsweise durch die in 1- oder 6-Stellung und 
der Furanosylrest durch in 1- oder 5-Stellung be- 

45 findliche Hydroxygruppe mit der Phosphatidyl- 
gruppe verestert. 

Ein Kohlehydratrest R 4 mit 5-12 C-Atomen ist 
ferner ein natiirlicher Disaccharidrest, z.B. ein 
aus zwei Hexosen gebildeter Disaccharidrest, der 

so beispielsweise durch Kondensation von zwei Al- 
dosen, z.B. D-Glucose oder D-Galactose Oder ei- 
ner Aldose, z.B. D-Glucose mit einer Ketose, z.B. 
Fructose, gebildet wird. Aus zwei Aldosen gebil- 
dete Disaccharide, z.B. Lactose oder Maltose, 

55 sind vorzugsweise uber die in 6-Stellung des be- 
treffenden Pyranosylrests befindliche Hydroxy- 
gruppe mit der Phosphatidylgruppe verestert. Aus 
einer Aldose und einer Ketose gebildete Disac- 
charide, z.B. Saccharose, sind vorzugsweise uber 

60 die in 6-Stellung des Pyranosylrests oder uber die 
in 1-Stellung des Furanosylrests bedindliche Hy- 
droxygruppe mit der Phosphatidylgruppe ver- 
estert. 

Ein Kohlehydratrest R 4 mit 5-12 C-Atomen ist 
65 ferner ein derivatisierter Mono- oder Disaccharid- 
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rest, worin beispielsweise die Aldehydgruppe 
und/oderein oderzwei endstandige Hydroxygrup- 
pen zu Carboxylgruppen oxydiert sind, z.B. ein 
D-Giucon-, D-Glucar- oder D-Glucoronsaurerest, 
welche vorzugsweise als zyklische Lactonreste 
vorliegen. Ebenso konnen in einem derivatisier- 
ten Mono- oder Disaccharidrest Aldehyd- oder 
Ketogruppen zu Hydroxygruppen reduziert sein, 
z.B. Inosit, Sorbit oder D-Mannit, oder Hydroxy- 
gruppen durch Wasserstoff, z.B. Desoxyzucker, 
z.B. 2-Desoxy-D-ribose, L-Rhamnose oder L- 
Fucose, oder durch Aminogruppen, z.B. Amino- 
zucker, z.B. D-Glucosamin oder D-Galactosamin, 
ersetzt sein. 

Ein Kohlehydrat R 4 kann ebenfalls ein durch 
Umsetzung eines der genannten Mono- oder Di- 
saccharide mit einem starken Oxydationsmittel, 
z.B. Peryodsaure, gebildetes Spaltprodukt sein. 

Wenn R und R 2 Wasserstoff oder Hydroxy und R 3 
Wasserstoff bedeuten, kann R 4 einen Steroidrest 
darstellen, z.B. einen Sterinrest, der iiber die in 
3-Stellung des Steroidgerusts befindliche Hy- 
droxygruppe mit der Phosphatidylgruppe ver- 
estert ist. 

Ein Sterinrest ist beispielsweise Lanosterin, 
Sitosterin, Koprostanol, Chloestanol, Glykochol- 
saure, Ergosterin oder Stigmasterin, vorzugswei- 
se Cholesterin. 

Wenn R 4 einen Steroidrest darstellt, sind R, und 
R 2 vorzugsweise Hydroxy und R 3 ist Wasserstoff. 

Ein geeignetes zusatzliches Lipid ist beispiels- 
weise ein Lipid der Formel A, worin m null oder 
eins ist, Ri und R 2 unabhangig voneinander Alkyl, 
Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 C- 
Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen mit den 
weiter vorn genannten Bedeutungen, R 3 Wasser- 
stoff und R 4 durch Triniederalkylammonio substi- 
tuiertes Cz-C 4 -Alkyl, z.B. 2-Trimethylammonio- 
athyl (Cholinyl) oder 2-Aminoathyl, darstellen. 

Ein solches zusatzliches Lipid istz.B. ein natur- 
liches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin oder Lecithin aus 
Sojabohnen, wenn R4 2-Trimethylammonioathyl 
bedeutet, und ein naturliches Kephalin, z.B. Ei- 
Kephalin oder Kephalin aus Sojabohnen, wenn FU 
2-Aminoathyl bedeutet. 

Ausserdem sind als zusatzliche Lipide syntheti- 
sche Lecithine (R( = 2-Trimethylammonioathyl) 
und synthetische Kephaline (R 4 = 2-Aminoathyl) 
der Formel A bevorzugt, worin R1 und R 2 identi- 
sche Acyloxyreste, z.B. 
Lauroyloxy, Oleoyloxy, Linoyloxy, Linoleoyloxy 
oder Arachinoyloxy bedeuten, z. B. 
Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl-, 
Distearoyl- Diarachinoyl-, Dioleoyl-, 
Dilinoyl-, Dilinoleoyl-, Oder 
Diarachinoyiiecithin oder -kephalin, 
Ri und R 2 verschiedene Acyloxyreste, z.B. R1 Pal- 
mitoyloxy und R 2 Oleoyloxy, z.B. 1-Palmitoyl-2- 
oleoyl-lecithin oder -kephalin, R t und R 2 identi- 
sche Aikoxyreste, z.B. Tetradecyloxy oder Hexa- 
decyloxy, z.B. Ditetradecyl- oder Dihexadecyl- 
lecithin oder -kephalin, R1 Alkenyi und R 2 Acyloxy, 
z.B. ein Plasmalogen (R 4 = Trimethylammonio- 
athyl), oder R, Acyloxy, z.B. Myristoyloxy oder 
Palmitoyloxy, und R 2 Hydroxy, z.B. ein naturliches 



oder synthetisches Lysolecithin oder Lysokepha- 
lin, z.B. 1-Myristoyl- oder 1-Palmitoyllysolecithin 
oder -kephalin, und R 3 Wasserstoff darstellen. 
Ein geeignetes zusatzliches Lipid ist ferner ein 

5 Lipid der Formel A, worin m eins ist, R^ Alkenyl, R 2 
Acylamido, R 3 Wasserstoff und R 4 einen 2-Trime- 
thylammonioathyl-Rest (Cholinrest) darstellen. 
Ein solches Lipid ist unter dem Namen Sphingo- 
myelin bekannt. 

10 Bevorzugt enthalt die wassrige Dispersion ein 
Lipid der Formel A, worin m eins ist, R1 Alkyl, z.B. 
n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, 
n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentacedyl, 
n-Hexadecyl (Cetyl), n-Heptadecyl oder 

15 n-Octadecyl (Sfearyl), Alkoxy, z.B. 
n-Dodecyloxy (Lauryloxy), 
n-Tetradecyloxy (Myristyloxy), 
n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), oder 
n-Octadecyloxy (Stearyloxy), Acyloxy, z. B. 

20 Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder 
Stearoyloxy, 

R 2 Wasserstoff oder Hydroxy, R 3 Wasserstoff oder 
Niederalkyl, z.B. Methyl, und R4 Wasserstoff, Nie- 
deralkyl, z.B. Methyl oder Athyl, 2-Amino-2-carb- 

25 oxyathyl oder 

3-Am ino-3-carboxy-n-propy 1 , 2-Hyd roxyathy I , 
2,3-Athylendioxypropyl Oder 
2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl, 
Halogen-C:r-C 4 -alkyl, z.B. 

30 2-Chlor- oder 2-Bromathyl, 

oder einen Kohlenhydratrest mit 5-12 C-Atomen, 
z.B. Inosit, bedeuten, und ein zusatzliches Lipid 
der Formel A, worin R1 und R 2 Acyloxy, z.B. Lau- 
royloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyl- 

35 oxy, R 3 Wasserstoff und R» 2-Trimethylammonio- 
athyl oder 2-Aminoathyl bedeuten. Die wassrige 
Dispersion kann auch bevorzugt ein Lipid der For- 
mel A, worin R A und R z Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, 
Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R 3 

40 Wasserstoff und R4 Wasserstoff bedeuten, und ge- 
gebenenfalls ein zusatzliches Lipid der Formel A, 
worin R1 und R 2 Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myri- 
stoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R 3 Was- 
serstoff und R 4 2-Trimethylammonioathyl, 2-Ami- 

4S noathyl, Niederalkyl substituiert durch saure und 
basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, z.B. 
to-Amino-co-carboxyniederalkyl, z.B. 2-Amino-2- 
carboxyathyl oder 3-Amino-3-carboxy-n-propyl, 
oder einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen 

50 bedeuten, z. B. Inosit, enthalten. 

In erster Linie enthalt die wassrige Dispersion 
naturliche Lysophosphatidsaure, z.B. Ei-Lyso- 
phosphatidsaure, oder eine synthetische Lyso- 
phosphatidsaure, z.B. 1-Lauroyl-, 1-Myristoyl- 

55 oder 1-Palmitoyllysophosphatidsaure, naturliches 
Lysophosphatidylserin, z.B. Lysophosphatidylse- 
rin aus dem Rinderhirn, oder synthetisches Lyso- 
phosphatidylserin, z.B. 1-Myristoyl- oder 1-Palmi- 
toyllysophosphatidylserin, ein Lysophosphat- 

60 idylglycerin oder ein Lysophosphatidylinositol 
und zusatzlich naturliches Lecithin, z.B. Ei-Leci- 
thin, Lecithin mit gleichen Acyloxygruppen, z.B. 
Dimyristoyl- oder Dipalmitoyllecithin, ein Lecithin 
mit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. 1-Palmi- 

65 toyi-2-oleoyllecithin, oder zusatzlich naturliches 
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Kephalin, z.B. Ei-Kephalin, Oder ein Kephalin mit 
verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. 1-Palmitoyl- 
2-oleoylkephalin. 

In erster Linie kann die wassrige Dispersion 
auch eine naturliche Phosphatidsaure, z.B. Ei- 
Phosphatidsaure, eine synthetische Phosphatid- 
saure, z.B. Dilauroyl- Dimyristoyl-, Dipalmitoyl- 
oder 1-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidsaure, und 
gegefaenenfalls zusatzlich natiirliches Lecithin, 
z.B. Ei-Lecithin, ein Lecithin mit gleichen Acyloxy- 
gruppen, z.B. Dimyristoyl- oder Dipalmitoylleci- 
thin, oder ein Lecithin mit verschiedenen Acyloxy- 
gruppen, z.B. 1-Palmitoyl-2-oleoyllecithin, oder 
natiirliches Kephalin, z.B. Ei-Kephalin oder ein 
Kephalin mit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. 
1-Palmitoyl-2-oleoylkephalin, oder ein Phosphat- 
idylserin, z.B. ein natiirliches Phosphatidylserin, 
z.B. Phosphatidylserin aus dem Rinderhirn, oder 
ein synthetisches Phosphatidylserin, z. B. Dipalmi- 
toylphosphatidylserin, ein Monoglycerid, z.B. Mo- 
noolein oder Monomyristin, oder ein Sterin, z.B. 
Cholesterin, enthalten. 

Zur Herstellung von unilamellaren Liposomen 
stellt man zunachst eine homogene Schicht der 
Lipidkomponenten her. Die Herstellung der homo- 
genen Schicht kann in an sich bekannter Weise 
erfolgen und ist weiter hinten im Abschnitt "Her- 
stellung der homogenen Schicht der Lipidkompo- 
nenten» beschrieben. 

Die homogene Schicht dispergiert man in wass- 
rlger Phase und erhoht anschliessend den pH- 
Wert von solchen wassrigen Phasen, worin nur 
eine Lipidkomponente, z.B. reine Phosphatidsau- 
re, dispergiert ist, bis auf ca. 12, bevorzugt bis auf 
ca. 9 bis 11. Dies erfolgt beispielsweise durch 
Zugabe von physiologisch annehmbaren, basi- 
schen Losungen, z.B. verdunnter wassriger, ca. 
0,01-0,2 N, insbesondere ca. 0,1 N Natriumhydro- 
xid-oder Kaliumhydroxid-Losung, unter gleichzei- 
tiger Kontrolle des pH-Werts. z.B. durch Tiipfel- 
probe oder ein pH-Meter. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform disper- 
giert man die homogene Schicht der Lipidkompo- 
nenten in wassrigen Phasen mit einem pH-Wert 
grosser als 11, z.B. in physiologisch annehmba- 
ren, basischen Losungen, z.B. in verdunnter 
wassriger, ca. 0,01-0,2 N, insbesondere 0,1 N Na- 
triumhydroxid- Oder Kaliumhydroxid-Losung. Eine 
Lipidkomponente, z.B. reine Phosphatidsaure, 
dispergiert man in wassrigen Phasen mit einem 
pH-Wert bis ca. 12, bevorzugt ca. 9 bis 11. 

Verfahren b) 

Fur ein Lipid der Formel A, worin m null oder 
eins ist, einer der Reste und R 2 Wasserstoff, 
Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und der 
andere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyl- 
oxy mit je 10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 
C-Atomen, R 3 Wasserstoff und R 4 durch eine Am- 
moniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeuten, 
haben R 1 und R 2 die weiter vorn unter Verfahren a) 
genannten Bedeutungen. 

Durch eine Ammoniogruppe substituiertes Nie- 
deralkyl R 4 ist beispielsweise durch eine Tri- 
niederalkylammoniogruppe, z.B. Trimethyl- oder 



Triathylammonio, substituiertes Niederalkyl, z.B. 
2-Trimethyl- oder 2-Triathylammonioathyl. 

Fur ein Lipid der Formel A, worin m null oder 
eins ist, R-, und R 2 unabhangig voneinander Alkyl, 
5 Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 C- 
Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 
Wasserstoff und R 4 durch eine Ammonioniederal- 
kylammoniogruppe substituiertes Niederalkyl be- 
deuten, haben R t und R 2 die weiter vorn unter 
w Verfahren a) genannten Bedeutungen. 

Durch eine Ammonioniederalkylammoniogrup- 
pe substituiertes Niederalkyl ist beispielsweise 
2-[N,N-Diniederalkyl-N-(2-N',N',N'-trinieder- 

alkylammonioathyl)-ammonio]-athyl, z. B. 
15 2-[N,N-Dimethyl-N-(2-N',N',N'-trimethylammonio- 

athyl)-ammonio]-athyl. 

Ein geeignetes zusatzliches Lipid ist eins der 
weiter vorn unter Verfahren a) genannten zusatzli- 
chen Lipide. 

20 Bevorzugt enthalt die wassrige Dispersion ein 
Lipid der Formel A, worin m eins ist, Acyloxy, 
z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy Oder 
Stearoyloxy, R 2 Hydroxy, R 3 Wasserstoff und R 4 
2-Trimethylammonioathyl bedeuten, und ein zu- 

25 satzliches Lipid der Formel A, worin R-, und R 2 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyl- 
oxy oder Stearoyloxy, R 3 Wasserstoff und R 4 2- 
Aminoathyl oder 2-Trimethylammonioathyl be- 
deuten. Die wassrige Dispersion kann auch bevor- 

30 zugt ein Lipid der Formel A, worin R-, und R 2 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyl- 
oxy oder Stearoyloxy, R 3 Wasserstoff und R 4 
2-[N,N-Dimethyl-N-(2-N',N',N'-trimethylammonio- 
athyl)-ammonio]-athyl 

35 bedeuten und gegebenenfalls ein zusatzliches Li- 
pid der Formel A, worin R-, und R 2 Acyloxy, z.B. 
Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stea- 
royloxy, R 3 Wasserstoff und R 4 2-Aminoathyl oder 
2-Trimethylammonioathyl bedeuten, enthalten. 

40 In erster Linie enthalt die wassrige Dispersion 
ein Lysophosphatidylcholin (Lysolecithin) und ein 
natiirliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin. In erster Li- 
nie kann die wassrige Dispersion auch ein 
Phosphatidyl-2-[N,N-Dimethyl-N-(2-N',N',N'- 

45 trimethylammonioathyl)-ammonio]-athylchlorid 
und gegebenenfalls ein natiirliches Lecithin, z.B. 
Ei-Lecithin, enthalten. 

Zur Herstellung von unilamellaren Liposomen 
stellt man zunachst eine homogene Schicht der 

so Lipidkomponenten, z.B. Lysolecithin oder 
Phosphatidyl-2-[N,N-Dimethyl-N-(2-N',N',N'- 
trimethylammonioathyl)-ammonio]-athylchlo- 
rid, 
her. 

55 Die Herstellung der homogenen Schicht kann in 
an sich bekannter Weise erfolgen und ist weiter 
hinten im Abschnitt «Herstellung der homogenen 
Schicht der Lipidkomponenten" beschrieben. 
Die homogene Schicht dispergiert man in wass- 

60 riger Phase und erniedrigt anschliessend den pH- 
Wert bis auf ca. 1 oder darunter unter gleichzeiti- 
ger Kontrolle des pH-Werts, z.B. durch Tiipfelpro- 
ben oder ein pH-Meter. Dies erfolgt beispielswei- 
se durch Zugabe von physiologisch annehmbaren 

65 Sauren, beispielsweise verdunnten wassrigen Mi- 
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neralsauren, z.B. verdiinnter wassriger Schwefel- 
saure, Salzsaure oder Phosphorsaure. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform disper- 
giert man die homogene Schicht der Lipidkompo- 
nenten in wassrigen Phasen mit einem pH-Wert 
von ca. 1 oder Werten darunter, z.B. in verdunnten 
wassrigen Mineralsauren, z.B. verdunnter wass- 
riger Schwefelsaure, Salzsaure oder Phos- 
phorsaure unter gleichzeitiger Kontrolle des pH- 
Werts. 

Eine anschliessende Neutraiisierung der wass- 
rigen Phasen ist notwendig, wenn man zuvor den 
pH-Wert der wassrigen Phase gemass Verfahren 
a) auf Werte hoher als 9 Oder gemass Verfahren b) 
niedriger ais 1 eingestellt hat. Dies erfolgt, urn 
unmittelbar nach der pH-Wert Erniedrigung oder 
Erhdhung eine Zerstorung des Wirkstoffs und/ 
oder der Liposomen unter basischen bzw. sauren 
Bedingungen zu vermeiden. Die basisch gemach- 
te wassrige Phase neutralisiert man mit einer ge- 
eigneten physiologisch annehmbaren Saure Oder 
einer Pufferlosung, z.B. Phosphatpufferldsung mit 
einem pH-Wert von 7 bis 8. Geeignete Sauren sind 
beispielsweise die weiter vorn genannten ver- 
dunnten wassrigen Mineralsauren sowie schwa- 
che organische Sauren, z.B. Ameisensaure oder 
Essigsaure. Die saure wassrige Phase neutrali- 
siert man durch Zugabe von wassrigen Basen, 
z.B. verdunnter wassriger Natrium- oder Kalium- 
hydroxid-Losung. Man neutralisiert unter gleich- 
zeitiger Kontrolle des pH-Werts. 

Die Lipide sind in Konzentrationen bis uber 
70% in der wassrigen Phase dispergiert. Der Kon- 
zentrationsbereich von ca. 1% bis ca. 20% ist 
bevorzugt. 

Man arbeitet zweckmassigerweise bei Raum- 
temperatur oder hoheren Temperaturen, z.B. bis 
ca. 60 °C. Falls es die Empfindlichkeit des zu ver- 
kapselnden Werkstoffs verlangt, fiihrt man das 
Verfahren unter Kiihlen und gegebenenfalls in 
einer Inertgasatmosphare, z.B. Stickstoffatmo- 
sphare, durch. 

Sowohl nach Verfahren a) als auch nach Verfah- 
ren b) findet die Bildung von unilamellaren Lipo- 
somen spontan (spontaneous vesiculation), d.h. 
ohne zusatzliche Energiezufuhr von aussen und 
mit grosser Geschwindigkeit, statt. 

Die nach Verfahren a) und b) erhaltlichen unila- 
mellaren Liposomen sind in wassriger Phase rela- 
tiv lange stabil. Beispielsweise bleiben unilamel- 
lare Liposomen bestehend aus Ei-Phosphatidsau- 
re oder Ei-Phosphatidsaure und Ei-Lecithin in 
wasseriger Phase bei 4°C gelagert mehr als 14 
Tage lang stabil. Wassrige Phasen mit erfindungs- 
gemass herstellbaren unilamellaren Liposomen 
konnen nach den in der Europaischen Patentan- 
meldung 0 065 292 angegebenen Verfahren lage- 
rungsfahig gemacht werden. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposo- 
men und ihr Gehalt in wassriger Phase lassen sich 
in an sich bekannter Weise anhand verschiedener 
Messmethoden, z.B. optisch im Elektronenmikro- 
skop, durch Massenbestimmung in der analyti- 
schen Ultrazentrifuge und vor allem spektrosko- 
pisch,z.B. im Kernresonanzspektrum ( 1 H, 13 C und 



31 P), nachweisen. So geben beispielsweise schar- 
fe Signale im Kernresonanzspektrum einen Hin- 
weis auf erfolgte Bildung von kleinen unilamella- 
ren Liposomen. Der Anteil an gebildeten kleinen 

5 unilamellaren Liposomen im System kann aus der 
Intensitat der Signale berechnet werden. So ist im 
Protonen-Kernresonanzspektrum ein scharfes 
Methylensignal bei 6= 1,28 ppm und ein scharfes 
Methylsignal bei 8= 0,89 ppm fur kleine unilamel- 

w lare Liposomen, welche aus Phosphatidsaure ge- 
bildet werden, charakteristisch. Kleine unilamel- 
lar Liposomen, welche aus Phosphatidsaure und 
Lecithin bestehen, zeigen ebenfalls das Methylen- 
und das Methylsignal bei 6= 1,28 und 0,89 ppm 

is und zusatzlich ein Methylsignal bei 5= 3,23 ppm, 
welches der Trimethylammoniogruppe des Leci- 
thins zugeordnet wird. 

Die Grosse der gebildeten unilamellaren Lipo- 
somen ist u.a. von der Struktur der Lipidkompo- 

20 nenten, dem Mischungsverhaltnis der Lipidkom- 
ponenten, der Konzentration dieser Lipidkompo- 
nenten in der wassrigen Phase und von der Men- 
ge und Struktur des zu verkapselnden Wirkstoffs 
abhangig. So kann man beispielsweise durch Va- 

25 riation der Konzentration der Lipidkomponenten 
wassrige Phasen mit einem hohen Anteil an klei- 
nen oder grossen unilamellaren Liposomen her- 
stellen. Beispielsweise wird durch Zugabe von 
Ei-Phosphatidsaure zur dispersen Phase der An- 

30 teii an kleinen unilamellaren Liposomen (KUL) 
erhoht. Der Anteil von GUL in einer dispersen 
Phase lasst sich auch durch Zusatz von Salzen, 
z. B. NaCI Oder KCI erhohen. Der Durchmesser der 
beispielsweise aus Phosphatidsaure oder Phos- 

35 phatidsaure und Lecithin gebildeten KUL betragt 
ca. 2,0 x lO-O-S.O x 10"* m (200-600 A). Das Ein- 
schlussvolumen fur KUL von dieser Grosse be- 
tragt ca. 0,5 bis 1 I pro Mol eingesetzter Lipidkom- 
ponente. 

40 

Zusatzlich zu KUL enstehen auch grosse unila- 
mellare Liposomen (GUL-Durchmesser bis zu 5.0 
x lO^m (50 000 A). Diese schliessen grossere 
Volumina pro Mol eingesetzter Lipidkomponenten 
45 ein und eignen sich zur Verkapselung mit hfiherer 
Ausbeute und zum Einschluss von voluminosen 
Materialien, z.B. Viren, Bakterien oder Zellorga- 
nellen. 

Die Trennung der KUL von GUL erfolgt mittels 
so herkommlicher Trennmethoden, z. B. Gelfiltration, 
z.B. mit Sepharose 4B als Trager, oder durch 
Sedimentation der GUL in der Ultrazentrifuge bei 
160 000 x g. Beispielsweise setzen sich nach 
mehrstundigem, ca. dreistundigem, Zentrifugie- 
55 ren in diesem Schwerefeld die GUL ab, wShrend 
die KUL dispergiert bleiben und dekantiert wer- 
den konnen. Nach mehrmaligem Zentrifugieren 
erreicht man eine vollstandige Trennung der GUL 
von KUL. 

60 Auch durch Gelfiltration kann man alle in der 
wassrigen Phase befindlichen Liposomen mit ei- 
nem Durchmesser grosser als 6,0 x 10 -8 m (600A), 
z.B. GUL oder multilamellare Liposomen, sowie 
nicht verkapselte Wirkstoffe und uberschussige, 

65 dispergierte Lipide abtrennen und so eine wassri- 
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ge Phase mit einer Fraktion KUL von relativ ein- 
heitlicher Grosser erhalten. 

Die erfindungsgemass erhaltlichen Liposomen 
(KUL unci GUL) sind geeignete Tragersysteme, 
welche in wassriger Phase zur Solubilisierung 
von lipophilen Stoffen, z. B. fettloslichen Farbstof- 
fen, zur Stabilisierung von hydrolyseempfindli- 
chen Stoffen, z.B. Prostaglandinen, zum Ein- 
schluss von Schadlingsbekampfungsmitteln, z.B. 
zur Veranderung des Wirkungsprofils von Dichlor- 
phos, zum Einschluss von Nahrungsmitteizusat- 
zen, z.B. zwecks Anderung des Adsorptionsver- 
haltens von Vitaminen oder Farbstoffen, oder zur 
Einschleusung von verkapselten Wirkstoffen, En- 
zymen, Antikbrpern, Hormonen, Genen, Viren, Vit- 
aminen oder Zellorganellen in die Zeilen einer 
Zellkultur verwendet werden konnen. 

Wassrige Phasen, welche die erfindungsge- 
mass erhaltlichen Liposome mit verkapselten 
Wirkstoffen enthalten, sind Verabreichungssyste- 
me, welche sich, gegebenenfalls nach Konzen- 
trierung oder Isolierung der Liposomen, z.B. 
durch Ultrazentrifugieren, zu therapeutischen 
Zwecken fur die orale (p.o.), parenterals (Lv., i.m. 
oder i.p.) oder topikale Verabreichung eignen. 

Bei oraler Verabreichung konnen Verabrei- 
chungssysteme auf Liposomenbasis einen Wirk- 
stoff, beispielsweise Insulin, das im Verdauungs- 
trakt unbestandig ist, schutzen oder seine Resorp- 
tion verbessern. Fur die orale Verabreichung 
kann die Liposomen-haltige wassrige Phase mit 
pharmazeutisch unbedenklichen Verdunnungs- 
mitteln oder Tragern oder mit iiblichen Zusatzen, 
z.B. Farbstoffen oder Geschmacksstoffen, ver- 
mischt und als Sirup oder in Form von Kapseln 
verabreicht werden. 

Bei parenteraler Verabreichung konnen Verab- 
reichungssysteme auf Liposomenbasis beispiels- 
weise die Verweilzeit z.B. von Desferrioxamin, 
siehe Guilmette R. A. et al., Life Sci. 22 (4) 313-320, 
1978, oder Gentamycin, siehe Scheld W.M. et al., 
Clin. Res. 26, No. 1, 59 A, 1978, in einem Organis- 
mus verlangern. Ebenso wird die Verweilzeit von 
verkapselten Chelatbildern, z.B. EDTA (Athyien- 
diamintetraessigsaure), in Organismen verian- 
gert, so dass man durch Chelatbildung Schwer- 
metalle besonders aus Leber, MHz oder Nieren 
entfernen kann, siehe Rahmann et al., Science, 
Vol. 180, 300-302, 1973, und J. Lab. Clin. Med. 
640-647, 1974. Mit Verabreichungssystemen auf 
Liposomenbasis kann man Wirkstoffe im Myokard 
anreichern, siehe Landesmann et al., Science 
Vol. 198, 737-738, 1977. Antiinflammatorisch wir- 
kende Stoffe, z.B. Cortisol, siehe Nature 271, 
No. 5643, 372-73, 1978, oder Proteaseinhibitoren, 
siehe Anal. Biochem. 89, No. 2, 400-07, 1978, kann 
man in der Gelenkflussigkeit und Cytostatika in 
Tumorgewebe, siehe Obersichtsartikel von Kaye 
St. B., Cancer Treatment Reviews 8, 27-50, 1981, 
und die vielen darin zitierten Literaturstellen, an- 
reichern. Manche Chemotherapeutika in der 
Krebstherapie sind weniger toxisch und besser 
vertraglich, wenn sie in Liposomen verkapselt 
verabreicht werden, z. B. liposomverkapseltes Ac- 
tinomycin D. siehe Rahman et al., Proceedings of 



the Society for Experimental Biology and Medici- 
ne 146, 1173-1176, 1974, Methotrexat, siehe Leser- 
mann L.D. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 77, No 7, 
4089-93, 1980, Vinblastin, Daunomycin oder Cyto- 

5 sin-Arabinosid, siehe Muhlensiepen et al., Cancer 
Res. 41, Nr. 5, 1602-07, 1981. Liposomen konnen 
zur Einschleusung von Wirkstoffen, z.B. Enzymen, 
Peptidhormonen, Genen oder Viren in das Cyto- 
plasma von Zellen in lebenden Organismen, z.B. 

10 zur Einschleusung von Asparaginase, siehe Ober- 
sichtsartikel von Finkelstein M. und Weissmann 
G., J. Lipid Research, Vol. 19, 1978, 289-303, von 
Amyloglucosidase, siehe Gregoriadis G. und 
Ryman B.E., Eur. J. Biochem. 24 (1972), 485-491, 

T5 oder Neuraminidase, siehe Gregoriadis et a!., 
Biochem. J. (1974) 140, 232-330, zur Verankerung 
spezifischer Erkennungsmolekule, z.B. monoklo- 
naler Antikorper, zwecks zielgerichteter Ein- 
schleusung in definierte Zielzellen, siehe Leser- 

20 man et al., Nature 293 (5829), 226-228, 1981, zur 
Immunstimulation als Adjuvans bei Impfungen, 
z.B. gegen Leishmaniasen, siehe New R.R.C. et 
al. Nature 272 (5648) 55-56, 1978, oder zur indu- 
zierten Freisetzung von Wirkstoffen durch Signale 

25 wie Temperaturerhbhungen, z.B. in entziindetem 
Gewebe, oder pH-Wert Anderungen verwendet 
werden. Fur die parenterale Verabreichung kon- 
nen die konzentrierten oder isolierten Liposomen 
in einer geeigneten Tragerfliissigkeit, beispiels- 

30 weise in sterilem destilliertem Wasser oder in 
physiologischer Kochsalzlosung, suspendiert 
werden. 

Herstellung der homogenen Schichtder Lipidkom- 

35 ponenten 

Die Herstellung der homogenen Schicht der Li- 
pidkomponenten kann in an sich bekannter Weise 
erfolgen. Beispielsweise lost man zunachst das 
Lipid oder Lipidgemisch der Formel A, z.B. reine 

40 Ei-Phosphatidsaure oder eine Mischung aus Ei- 
Phosphatidsaure und Ei-Lecithin, gegebenenfalls 
unterZumischung eines lipophilen Wirkstoffs, z.B. 
Proteins, das bei der Bildung der Liposomen in 
der Lipidschicht, eingeschlossen wird, in einem 

45 organischen Losungsmittel auf. Durch Entfernen 
des organischen Losungsmittels, am zweckmas- 
sigsten im Vakuum oder durch Abblasen im Inert- 
gas, z.B. Stickstoff, stellt man eine homogene 
Schicht der Lipidkomponenten her. 

so Die Auswahl des betreffenden Losungsmittels 
ist von der Lbslichkeit der betreffenden Lipidkom- 
ponenten darin abhangig. Geeignete Losungsmit- 
tel sind beispielsweise unsubstituierte oder sub- 
stituierte, z.B. halogenierte, aliphatische, cyclo- 

55 aliphatische, aromatische oder aromatisch-ali- 
phatische Kohlenwasserstoffe, z. B. Benzol, Tolu- 
ol, Methylenchlorid oder Chloroform, Alkohole, 
z.B. Methanol oder Athanol, Niederalkancarbon- 
saureester, z.B. Essigsaureathylester, Ather, z.B. 

60 Diathylather, Dioxan Oder Tetrahydrofuran, oder 
Mischungen dieser Losungsmittel. 

Die in der Beschreibung der vorliegenden Erfin- 
dung erwahnten Lipide sind bekannt oder konnen, 
falls sie neu sind, in an sich bekannter Weise nach 

65 den im Standardwerk von Knight C.G. Liposomes, 
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Elsevier 1981, Kapitel 3, befindlichen Vorschriften 
hergestellt werden. Alle genannten Lipide konnen 
in der wassrigen Dispersion als optisch aktive 
Derivate Oder als Racemate enthalten sein. Die 
folgenden Beispiele veranschaulichen die Erfin- 
dung, ohne sie zu beschranken. Temperaturen 
sind in Grad Celsius angegeben und Mischungs- 
verhaltnisse auf Volumina bezogen. 

Beispiel 1: 

a) Man lost 1 g Ei-Phosphatidsaure in 20 ml ei- 
ner Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und 
dampft diese Losung im Vakuum im Rotationsver- 
dampfer ein. Man dispergiert den filmartigen 
Ruckstand in 20 ml destilliertem Wasser durch 
fiinf Minuten langes Schutteln, wobei sich ein pH- 
Wert von ca. 3 einstellt. Zur Bildung von unilamel- 
laren Liposomen gibt man anschliessend zur dis- 
persen Phase bei Raumtemperatur unter Kontrol- 
le mit einem pH-Meter soviel 0,1 N Natriumhydro- 
xid-Losung, bis der pH-Wert auf 11 steigt. Der 
pH-Wert der wassrigen Phase wird anschliessend 
durch Zugabe von 0,1 N HCI von 11 bis auf ca. 7 
gesenkt. Man erhalt eine leicht opaleszierende, 
wassrige Phase. 

Die gebildeten unilamellaren Liposomen kon- 
nen im Elektronenmikroskop sichtbar gemacht 
werden. Die Liposomendispersion wird zunachst 
der iiblichen Gefrierbruchmethode (freeze-fractu- 
re) unterzogen. Es liegen hauptsachlich zwei «Po- 
pulationen» von unilamellaren Liposomen vor, die 
sich durch ihre durchschnittliche Grosse unter- 
scheiden: 

1. Kleine unilamellare Liposomen (KUL) mit ei- 
nem Durchmesser von ca. 2,0 x lO'M.O x lO^m 
(200-600 A) und 

2. Grosse unilamellare Liposomen (GUL) mit 
einem Durchmesser von ca. 1,0 x 10" 7 -1,0 x 
lO^m (1 000-10 000 A). 

KUL sind im Protonen-NMR-Spektrum durch die 
Signale8= 1,28 (Methylen) und 8 = 0,89 ppm (Me- 
thyl) erkennbar. Die Ausbeute an KUL kann aus 
den Intensitaten der Signale abgeschatzt werden 
und betragt ca. 56%. 

b) Analog Beispiel 1a) lost man 4 mal je 10 mg 
Ei-Phosphatidsaure in 4 mal je 0,2 ml einer Chlo- 
roform/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese 
Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils 
den filmartigen Ruckstand in 1 ml destilliertem 
Wasser durch 5 Minuten langes Schutteln. Zur 
Bildung von unilamellaren Liposomen gibt man 
anschliessend zu jeder einzelnen dispersen Pha- 
se unter Kontrolle mit einem pH-Meter soviel 0,1 N 
Natriumhydroxid-Losung bis ein pH-Endwert von 
jeweils 6, 8, 11,3 und 11,6 resultiert. Die Ausbeute 
an KUL betragt mit ansteigendem pH-Wertfur jede 
Probe 5, 24, 57 und 60%. 

Beispiel 2: 

a) Man lost 1 g Ei-Phosphatidsaure in 20 ml ei- 
ner Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und 
dampft diese Losung im Vakuum ein. Man disper- 
giert den filmartigen Ruckstand in 50 ml einer 
0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schutteln, 
wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der 



pH-Wert der wassrigen Dispersion wird anschlies- 
send durch Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 
bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt ca. 
100%. 

5 b) Analog Beispiel 2a) lost man 4 mal je 10 mg 
Ei-Phosphatidsaure in 4 mal je 0,2 ml einer Chlo- 
roform/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese 
Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert jede 
Probe in soviel 0,01 N Natriumhydroxid-Losung 

10 und destilliertem Wasser unter Schutteln, dass 
sich pH-Werte von ca. 7,3, 8,0, 9,4 und 10,0 einstel- 
len. Die Ausbeute an KUL betragt mit ansteigen- 
dem pH-Wert fur jede Probe 33, 46, 65 und 81%. 

is Beispiel 3: 

Man lost 0,1 g Dilauroylphosphatidsaure in 5 ml 
einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und 
dampft diese Losung im Vakuum ein. Man disper- 
giert den filmartigen Ruckstand in 50 ml einer 

20 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schutteln, 
wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der 
pH-Wertder wassrigen Dispersion wird anschlies- 
send durch Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 
bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL ca 3,0 x 

25 lO-M.O x 10" 8 m (300-800 A) betragt 73%. 

Beispiel 4: 

a) Man lost 3 mg Ei-Phosphatidsaure und 7 mg 
Ei-Lecithin in 0,5 ml einer Chloroform/Methanol 

30 Mischung (2:1) und dampft diese Losung im Vaku- 
um ein. Man dispergiert den filmartigen Ruck- 
stand in 1 ml destilliertem Wasser durch funf Mi- 
nuten langes Schutteln bei Raumtemperatur, wor- 
auf sich ein pH-Wert von ca. 3 einstellt. Zur Bil- 

35 dung von unilamellaren Liposomen gibt man an- 
schliessend bei Raumtemperatur unter Kontrolle 
mit einem pH-Meter soviel 0,1 Natronlauge, bis 
der pH-Wert auf ca. 11,2 steigt. Durch Zugabe von 
Phosphatpufferlosung stellt man anschliessend 

40 den pH-Wert der wassrigen Phase auf ca. 7 ein. 
Man erhalt eine leicht opaleszierende, wassrige 
Phase. Die erfolgte Bildung von unilamellaren Li- 
posomen ist im NMR-Spektrum durch die Signale 
5= 1,28 (Methylen), 8= 0,89 (Methyl) und 8= 3,23 

4s (N-CH 3 ) erkennbar. In der elektronenmikroskopi- 
schen Abbildung sind hauptsachlich zwei «Popu- 
lationen* von unilamellaren Liposomen zu erken- 
nen, die sich durch ihre durchschnittliche Grosse 
unterscheiden: 

so 1. KUL mit einem Durchmesser von ca. 2,0 x 
10-"-80 x 10" 8 m (ca. 200-S00 A) und 
2. GUL mit einem Durchmesser von ca. 1,0 x 
10- 7 -1,0 x lO^m (ca. 1000-10 000 A). 
Die Ausbeute an KUL betragt 45%. 

55 b) Analog Beispiel 4a) lost man 2 mal je 3 mg 
Ei-Phosphatidsaure und 7 mg Ei-Lecithin in 2 mal 
je 0,5 ml einer Chloroform/Methanol Mischung 
(2:1) und dampft diese Losungen im Vakuum ein. 
Man dispergiert jeweils den filmartigen Ruckstand 

eo in 1,0 ml destilliertem Wasser durch 5 Minuten 
langes Schutteln. Zur Bildung von unilamellaren 
Liposomen gibt man anschliessend zu jeder ein- 
zelnen Phase unter Kontrolle mit einem pH-Meter 
soviel 0,1 N Natriumhydroxid-Losung unter Schut- 

65 teln, bis ein Endwert von 8,6 und 10 eingestellt ist. 
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Die Ausbeute an KUL betragt mit ansteigendem 
pH-Wert 22 und 35%. 

c) Analog Beispiel 4a) lost man Proben unter- 
schiedlichen Gehalts an Ei-Phosphatidsaure und 
Ei-Lecithin in je 0,5 ml einer Ohoroform/Methanol 
Mischung (2:1) und dampft diese Losungen im 
Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den filmarti- 
gen Ruckstand in 1,0 ml destilliertem Wasser 

%-Ei-Phosphatidsaure ' 6 10 
%-KUL 5 9 



durch 5 Minuten langes Schiitteln. Zur Bildung von 
unilamellaren Liposomen gibt man anschliessend 
zu jeder einzelnen Phase unter Kontrolle mit ei- 
nem pH-Meter soviel 0,1 N Natriumhydroxid- 
5 Losung unter Schiitteln, bis sich ein pH-Wert von 
ca. 11,2 eingestellt hat. Die Ausbeute an KUL be- 
tragt fur jede Probe mit steigendem Ei-Phospha- 
tidsauregehalt: 

14 20 25 30 33 50 48 60 
14 17 19 20 27 39 41 50 



Beispiel 5: 

a) Man lost 0,3 g Ei-Phosphatidsaure und 0,7 g 
Ei-Lecithin in 10 ml einer Chloroform/Methanol 
Mischung (2: 1) und dampft diese Losung im Vaku- 
um ein. Man dispergiert diesen Ruckstand in 10 ml 
einer 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schut- 
teln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. 
Der pH-Wert der wassrigen Dispersion wird an- 
schliessend durph Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf 
ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt 
ca. 30%. 

%-Ei-Phosphatidsaure 10 20 
%-KUL 14 22 



Beispiel 6: 

a) Man lost 0,7 g Ei-Lecithin, 0,3 g Phosphatidyl- 
serin aus dem Rinderhirn und 2 g Ei-Phosphatid- 
saure in 20 ml einer Chloroform/Methanol Mi- 
schung (2:1) und dampft diese Losung im Vakuum 
im Rotationsverdampfer ein. Man dispergiert den 
filmartigen Ruckstand in 100 ml 0,01 N Natriumhy- 
droxid-Losung durch funf Minuten langes Schiit- 
teln bei Raumtemperatur, wobei sich ein pH-Wert 
von ca. 12 einstellt. Durch Zugabe von 1 N Salz- 
saure wird der pH-Wert der wassrigen Phase auf 
ca. 7 eingestellt. Man erhalt eine leicht opaleszie- 
rende, wassrige Phase. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposo- 
men kann analog Beispiel 1a) spektroskopisch, 
z.B. im NMR-Spektrum, Oder im Elektronenmikro- 

%-Ei-Phosphatidsaure 9 10 

%-KUL 14 18 



b) Analog Beispiel 5a) lost man Proben unter- 
rs schliedlichen Gehalts an Ei-Phosphatidlosung und 
Ei-Lecithin (insgesamt 10 mg Lipid) in je 0,5 ml 
einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und 
dampft diese Losung im Vakuum ein. Man disper- 
giert jeweils den filmartigen Riickstand in je 1 ml 
20 einer 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schiit- 
teln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. 
Der pH-Wert der wassrigen Dispersion wird auf 
ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt 
fur jede Probe mit steigendem Ei-Phosphatidsau- 
28 regehalt: 

25 30 40 50 60 80 
31 42 45 50 78 95 

30 

skop nachgewiesen werden. In der elektronenmi- 
kroskopischen Abbildung sind GUL und KUL zu 
erkennen. 

b) Analog Beispiel 6a) lost man Proben unter- 
35 schiedlichen Gehalts an Ei-Phosphatidsaure, aber 
gleicher Menge an Ei-Lecithin und Phosphatidyl- 
serin (insgesamt 10 mg Lipid) in je 0,5 ml einer 
Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und dampft 
diese Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert 
40 jeweils den Ruckstand in je 1,0 ml einer 0,01 N 
Natriumhydroxid-Losung unter Schiitteln, wobei 
sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert 
der wassrigen Dispersion wird anschliessend 
durch Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis 8 
45 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt fur jede 
Probe mit steigendem Ei-Phosphatidsau regehalt: 

26 33 34 40 60 
26 36 47 43 64 



Beispiel 7: 

a) Man lost 1 g Asolectin (Phospholipidgemisch 
hauptsachlich bestehend aus Lecithin, Kephalin, 
Phosphatidylserin und Phosphatidylinosit) und 
0,2 g Ei-Phosphatidsaure in 20 ml einer Chloro- 
form/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese 
Losung im Vakuum ein. Man dispergiert den film- 
artigen Ruckstand in 100 ml 0,01 N Natriumhydro- 
xid-Losung durch funf Minuten langes Schiitteln 
bei Raumtemperatur, wobei sich ein pH-Wert von 
ca. 12 einstellt. Durch Zugabe von 1 N Salzsaure 
wird der pH-Wert der wassrigen Phase auf ca. 7 
gebracht. Man erhalt eine leicht opaleszierende, 
wassrige Phase. 



Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposo- 
men kann analog Beispiel 1a) spektroskopisch, 
z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronenmikro- 
55 skop nachgewiesen werden. In der eiektronenmi- 
kroskopischen Abbildung sind GUL und KUL zu 
erkennen. 

b) Analog zu Beispiel 6a) lost man Proben un- 
terschiedlichen Gehalts an Ei-Phosphatidsaure, 

60 aber gleicher Menge an Asolectin (insgesamt 
10 mg Lipid) in je 0,5 ml einer Chloroform/Metha- 
nol Mischung (2:1) und dampft diese Losungen im 
Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den Ruck- 
stand in je 1 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid- 

65 Losung unter Schiitteln, wobei sich ein pH-Wert 



10 



19 



0088 046 



20 



von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der wassrigen beute an KUL betragt fur jede Probe mil steigen- 

Dispersion wird anschliessend durch Zugabe von dem Ei-Phosphatidsauregehalt: 
0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Aus- 

%-Ei-Phosphatidsaure 17 37 50 

%-KUL 24 69 65 



Beispiel 8: 

a) Man lost 0,1 g einer Mischung aus Ei-Lecithin 10 
und Cholesterin (Molverhaltnis 1:1) und 0,1 g Ei- 
Phosphatidsaure in 10 ml einer Chloroform/ 
Methanol Mischung (2:1) und dampft diese L6- 
sung im Vakuum ein. Man dispergiert den filmarti- 
gen Riickstand in 10 ml 0,01 N Natriumhydroxid- is 
Losung durch fiinf Minuten langes Schiitteln bei 
Raumtemperatur, wobei sich ein pH-Wert von ca. 
12 einstellt. Durch Zugabe von 1 N Salzsaure wird 
der pH-Wert der wassrigen Phase auf ca. 7 ge- 
bracht. Man erhalt eine leicht opaleszierende, 20 
wassrige Phase. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposo- 
men kann analog Beispiel 1a) spektroskopisch, 
z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronenmikro- 

%-Ei-Phosphatidsaure 
%-KUL 



skop, nachgewiesen werden. In der elektronenmi- 
kroskopischen Abbildung sind GUL und KUL zu 
erkennen. 

b) Analog Beispiel 8a) lost man Proben unter- 
schiedlichen Gehalts an Ei-Phosphatidsaure, aber 
gleicher Menge an Ei-Lecithin und Cholesterin 
(insgesamt 10 mg Lipid) in je 0,5 ml einer Chloro- 
form/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese 
Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils 
den Ruckstand in je 1,0 ml einer 0,01 N Natriumhy- 
droxid-Ldsung unter Schutteln, wobei sich ein pH- 
Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der wassri- 
gen Dispersion wird anschliessend durch Zugabe 
von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die 
Ausbeute an KUL betragt fur jede Probe mit stei- 
gendem Ei-Phosphatidsauregehalt: 

10 30 50 80 
4 10 20 50 



30 ist. Durch Zugabe von 0,1 N Natriumhydroxidlo- 
sung erhoht man anschliessend den pH-Wert auf 

7. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposo- 
men kann analog Beispiel 1a) spektroskopisch, 
35 z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronenmikro- 
skop nachgewiesen werden. In der elektronenmi- 
kroskopischen Abbildung sind KUL und GUL zu 
erkennen. Die Ausbeute an KUL betragt 50%. 

40 Beispiel 13: 



Beispiel 9: 

Man lost 0,5 g Ei-Phosphatidsaure und 0,5 g Di- 
myristoyllecithin in 10 ml einer Chloroform/ 
Methanol Mischung (2:1) und dampft diese L6- 
sung im Vakuum ein. Man dispergiert den filmarti- 
gen Ruckstand in 50 ml einer 0,01 N Natriumhy- 
droxid-Losung unter Schutteln, wobei sich ein pH- 
Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der wassri- 
gen Dispersion wird anschliessend durch Zugabe 
von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die 
Ausbeute an KUL betragt 36%. 

Beispiel 10: 

Man stellt analog Beispiel 9 Liposomengemi- 
sche bestehend aus 0,5 g Ei-Phosphatidsaure und 
jeweils 0,5 g Dipalmitoyllecithin oder Distearoylle- 45 
cithin her. Die Ausbeute an KUL betragt 10%. 

Beispiel 11: 

Man stellt analog Beispiel 9 ein Liposomenge- 
misch bestehend aus 0,5 g Dipalmitoylphosphatid- 50 
saure und 0,5 g Ei-Lecithin her. Die Ausbeute an 
KUL betragt 10%. 

Beispiel 12: 

Man lost 5 mg Lysolecithin und 5 mg Ei-Lecithin 
in 1 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) 
und dampft diese L5sung im Vakuum ein. Man 
dispergiert den filmartigen Ruckstand in 1 ml de- 
stitliertem Wasser durch fiinf Minuten langes 
Schutteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 5-7 
einstellt. Zur Bildung von unilamellaren Liposo- 
men gibt man anschliessend zur wassrigen Di- 
spersion bei Raumtemperatur unter Kontrolle mit 
einem pH-Meter soviel 0,1 N Salzsaure, bis der 
pH-Wert der wassrigen Phase auf 0,5 abgesunken 



Man stellt analog Beispiel 12 ein Liposomenge- 
misch bestehend aus 5 mg 
Phosphatidyl-2-[N,N-dimethyl-N-(2-N',N',N'- 

trimethylammonioathyl)-ammonio]-athylchlo- 

rid, 

dessen Herstellung in Knight C.G., Liposomes, 
Elsevier 1981, Kapitel 3, beschrieben ist, und 5 mg 
Ei-Lecithin her. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposo- 
men kann analog Beispiel 1a) spektroskopisch, 
z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronenmikro- 
skop nachgewiesen werden. In der elektronenmi- 
kroskopischen Abbildung sind KUL mit einem 
Durchmesser von 250 A und GUL mit einem 



55 Durchmesser von ca. 6,0 x 10" 8 ->1,0 x lO^m 
(ca. 600->10 000A) zu erkennen. Die Ausbeute 
an KUL betragt 50%. 

Beispiel 14: 

so a) Man lost 0,5 g Monoolein (9-cis-Octadecen- 
oylglycerol) und 0,5 g Ei-Phosphatidsaure in 20 ml 
einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und 
dampft diese Losung im Vakuum ein. Man disper- 
giert den filmartigen Ruckstand in 100 ml einer 
65 0,01 N Natriumhydroxid-Losung durch fiinf Minu- 
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ten langes Schutteln bei Raumtemperatur, wobei 
sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Durch Zuga- 
be von 1 N Salzsaure wird der pH-Wertder wassri- 
gen Phase auf ca. 7 gebracht. Man erhalt eine 
ieicht opaleszierende, wassrige Phase. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposo- 
men kann analog Beispiel 1a) spektroskopisch, 
z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronenmikro- 
skop nachgewiesen werden. In der elektronenmi- 
kroskopischen Abbildung sind GUL und KUL zu 
erkennen. 

b) Analog Beispiel 4a) lost man Proben unter- 

%-Ei-Phosphatidsaure 20 
%-KUL 10 



schiedlichen Gehalts an Ei-Phosphatidsaure und 
an Monoolein (totale Lipidmenge = 10 mg) in je 
0,5 ml einer Chioroform/Methanol Mischung (2:1) 
und dampft diese Losungen im Vakuum ein. Man 

5 dispergiert jeweiis den Ruckstand in je 1 ml einer 
0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schutteln, 
wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der 
pH-Wert der wassrigen Dispersion wi rd anschl ies- 
send durch Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 

10 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt fur 
jede Probe mit steigendem Ei-Phosphatidsaure- 
gehalt: 

) 50 80 
' 26 45 



Beispiel 15: 

Analog Beispiel 14a) lost man Proben unter- 
schiedlichen Gehalts an Ei-Phosphatidsaure und 2, 
Monomyristin (gesamte Lipidmenge: 10 mg) in je 
0,5 ml einer Chioroform/Methanol Mischung (2:1) 
und dampft diese Losungen im Vakuum ein. Man 
dispergiert jeweiis den Ruckstand in je 1 ml einer 

%-Ei-Phosphatidsaure 30 50 
%-KUL 9 18 



0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schutteln, 
wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der 
pH-Wert der wassrigen Dispersion wird anschlies- 
send durch Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 
bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt fur 
jede Probe mit steigendem Ei-Phosphatidsaure- 
gehalt: 

80 
38 



Beispiel 16: 

a) Man stellt analog Beispiel 1a) und 1b) ein 
Liposomengemisch bestehend aus Ei-Phosphatid- 
saure her, wobei man eine Ausbeute bis zu 66% 
KUL erhalt. Urn den Anteil an GUL im Liposomen- 



30 gemisch zu erhohen, setzt man zur dispersen 
Phase, welche frisch hergesteilt unllamellare Li- 
posomen enthalt, 0,5 molare Kochsalzlosung hin- 
zu. Mit zunehmender NaCI-Konzentration in der 
dispersen Phase sinkt der Anteil an KUL: 



[NaCI] in Mol/I 0 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,75 0,95 

%-KUL 66 64 50 40 30 23 15 11 



b) Urn den Anteil an GUL im Liposomengemisch 40 0,5 molare Kaliumchloridlosung hinzu. Mit zu- 

zu erhohen, setzt man zur dispersen Phase, wel- nehmender KCI-Konzentration in der dispersen 

che frisch hergestellte unilameilare Liposomen Phase sinkt der Anteil an KUL: 
bestehend aus reiner Ei-Phosphatidsaure enthalt, 

[KCI] in Mol/I 0 0,2 0,4 0,5 0,63 

%-KUL 66 63 50 50 36 



Beispiel 17: 

Analog Beispiel 1-16 kann man unilameilare 
Liposomen aus 
Myristinsaure und Ei-Lecithin, 
Myristinsaure und Ei-Kephalin, 
Olsaure und Ei-Lecithin, 
Olsaure und Ei-Kephalin, 
Dimyristoylphosphatidsaure und 

Dimyristoyllecithin, 
Dipalmitoylphosphatidsaure und 1-Palmitoyl- 

2-oleoyllecithin, 
1-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidsaure und 

Dipalmitoyllecithin, 
1-Palmitoyl-2-oleoyIphosphatidsaure und 

1-Pal mitoyl-2-oleoy I lecith i n, 
Ei-Lysophosphatidsaure und Ei-Lecithin, 
1-Myristoyllysophosphatidsaure und 



1-Palmitoyl-2-oleoyllecithin, 
50 1-Palmitoyllysophosphatidsaure und 
1-Palmitoyl-2-oleoyllecithin, 

Lysophosphatidylserin aus dem Rinderhirn und 
Ei-Lecithin. 

1-Palmitoyl-lysophosphatidylserin, 
55 1-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylserin und 
1-Palmitoyl-2-oleoyllecithin und Lysophos- 
phatidylserin aus dem Rinderhirn und Ei- 
Kephalin 

herstellen. 

60 

Beispiel 18: 

2 mg Hydrocortison-21-palmitat, 40 g Ei-Lecithin 
und 20 mg Ei-phosphatidsaure werden in 5 ml 
tert.-Butanol gelost, durch ein 0,2 urn-Filter steril- 
es filtriert, in eine 25 ml Viale gefiillt, durch Eintau- 
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chen der Viale in eine Trockeneis/Athanol-Kalte- 
mischung gefroren und lyophylisiert. Man versetzt 
den entstandenen Schaum mit 5 ml sterilem de- 
stilliertem Wasser und dispergiert durch 10 Minu- 
ten langes Schiitteln. Durch Zugabe von 0,1 N ste- 
rilfiltrierter Natronlauge bringt man den pH-Wert 
auf 10,5 und lasst eine Minute lang stehen. An- 
schliessend setzt man 0,5 ml eines 10-fachen Kon- 
zentrates von phosphatgepufferter isotonischer 
Kochsalzlosung von pH 7,4 (PBS fur Injektions- 
zwecke) zu. Die so erhaltene Dispersion von uni- 
lamellaren Liposomen eignet sich zur Injektion in 
entziindlich veranderten Gelenkkapseln. 

Beispiel 19: 
0,1 mg 

N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L- 
alanyt-2-(1',2'-dipalmitoyl-sn-glycero-3'- 
phosphorylj-athylamid, 
7 mg chromatographisch gereinigtes Lecithin aus 
dem Hiihnereiweiss und 3 mg Ei-Phosphatidsaure 
werden in 2 ml einer Chloroform/Methanol Mi- 
schung (2:1) gelost und im Vakuum eingedampft. 
Es bleibt ein klarer Lipidfilm zuruck. Man disper- 
giert diesen Film durch Zugabe von 2 ml sterilem 
destilliertem Wasser unter Umschwenken und 
setzt etnen Tropfen 0,1%-iger Thymolphthalein- 
Losung hinzu. Zur Dispersion gibt man bis zum 
Farbumschlag 0,1 N Natronlauge, worauf sponta- 
ne Bildung von unilamellaren Liposomen erfolgt. 
Man puffert anschiessend sofort durch Zugabe 
von 0,2 ml eines 10-fachen Konzentrats von phos- 
phatgepufferter isotonischer Kochsalzlosung 
(PBS fur Injektionszwecke) den pH-Wertauf 7,4 ab. 

Die entstandene Dispersion eignet sich direkt 
zur Aktivierung von alveolaren Makrophagen in 
Zellkulturen oder in vivo in der Ratte. 

Beispiel 20: 
0,15 g 

N-Acety I mu ramyl-L-alany l-D-isogl utamyl-L- 
alanyl- 

2-(1',2'-dipalmitoyl-sn-glycero-3'-phos- 

phoryl)-athylamid, 
27 g Ei-Lecithin mit 97% Phosphatidylcholingehalt 
und 3 g Ei-Phosphatidsaure werden in einer Mi- 
schung von 200 ml Chloroform und 20 ml Metha- 
nol gelost, mit 200 ml tert.-Butanol aufgefuilt und 
auf 180 ml eingeengt. Die Losung wird mit einem 
0,2 pjn Filter sterilfiltriert, in einer Athanol/ 
Trockeneis Mischung rasch gefroren und an- 
schliessend gefriergetrocknet. Das durch Mah- 
lung zerkleinerte Lyophilisat wird in 300 ml steril 
hergestellte 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter 
kraftigem Riihren eingetragen. Nach vollstandiger 
Dispersion wird die wassrige Phase durch Zugabe 
von 0,1 n HCI neutralisiert. Die erhaltene opales- 
zierende Dispersion wird in eine geriihrte Ultrafil- 
trationszelle (Amicon®)), eingefullt, die anstelle 
des Ultrafilters mit einem geradporigen Filter aus 
Polycarbonat (Nucelopore®) mit einem Poren- 
durchmesser von 0,1 jim versehen ist und parti- 
kelfrei gewaschen wurde, und unter geringem 
Oberdruck und stetiger Zufuhr von sterilfiltrierter 
Pufferlosung nach Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und 



Mg) so filtriert, dass das Volumen in der Zelle 
nicht unter 300 ml sinkt. Nach Durchtritt von 3 I 
Filtrat sind alle GUL abgetrennt und die uberste- 
hende Dispersion an GUL kann ampuliiert und fur 
5 Behandlungsversuche eingesetzt werden. 

Beispiel 21: 
15 mg 

N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L- 

10 alanyl- 

2-(1',2'-dipalmitoyl-sn-glycero-3'-phospho- 
ryl)-athylamid, 
0,6 g reines Ei-Lecithin und 2,4 g Ei-Phosphatid- 
saure werden in einer Mischung von 20 ml Chloro- 

75 form und 2 ml Methanol gelost, durch ein 0,2 urn- 
Filter sterilfiltriert und an einem partikelfrei gewa- 
schenen, uber Sterilfilter entlufteten Rotationsver- 
dampfer in einem 500 ml Rundkolben so einge- 
dampft, dass die Lipidmischung als moglichst 

20 gieichmassigerFilm auf der Kolbenwandtrocknet. 
Nach Trocknung des Rtickstands uber Nacht im 
Hochvakuum werden 30 ml steril hergestellte 
0,01 N Natriumhydroxid-Losung zugegeben, der 
Kolben verschlossen und 5 Minuten lang geschut- 

2s telt. Die entstandene opaleszierende wassrige 
Phase wird durch Zugabe von steriler 0,1 N Salz- 
sSure auf pH 7,4 gestellt. Nach Einfullen in eine 
geriihrte Filterzelle (Totalvolumen 100 ml) ge- 
mass Beispiel 20 wird unter Zugabe von sterilem, 

30 partikelfrei filtriertem Wasser so lange filtriert, bis 
500 ml Filtrat gesammelt sind. Dieses Filtrat wird 
in eine geriihrte Filterzelle, die mit einem Ultrafil- 
ter, z.B. Amicon U 10®, bestiickt ist, kontinuierlich 
eingespeist und auf ein Volumen von 30 ml kon- 

35 zentriert. Die konzentrierte Dispersion enthalt 
kleine, unilamellar Liposomen und kann nach 
Zugabe eines Konzentrats von Phosphatpuffer 
nach Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und Mg) ampuliiert 
und fur Behandlungsversuche eingesetzt werden. 

40 

PatentansprOche 

1. Verfahren zur Herstellung von unilamellaren 
Liposomen, dadurch gekennzeichnet, dass man 
45 a) ein Lipid der Formel 

R 3 (0)„ 
I II 
R,-CH a -C-CH 2 -0-P-0-R 4 (A), 



worin m null oder eins ist, einer der Reste Ri und 
R 2 Wasserstoff, Hydroxy, Ci-C4-Alkyl und der an- 
dere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy 

55 mit je 10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 
C-Atomen, R 3 Wasserstoff oder Ci-C^AIkyl und R 4 
Wasserstoff, Ci-CrAlky!, Ct-CrAlkyl substituiert 
durch Carboxy Oder Sulfo, Cr-CrAlkyl substituiert 
durch Carboxy und Amino, wobei die Aminogrup- 

60 pe sich in a-Stellung zur Carboxygruppe befindet, 
Ci-C 4 -Alkyl substituiert durch Halogen, Cr-C 4 - 
Alkoxycarbonyl oder Ci-C 4 -Alkansulfonyl oder 
C2-C 4 -Alkyl substituiert durch freie Oder verather- 
te Hydroxygruppen, wobei zwei veratherte Hy- 

65 droxygruppen durch Methylen, Athylen, Athyliden, 
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1.2- Propylen Oder 2,2-Propylen miteinander ver- 
bunden sein konnen, einen Kohlehydratrest mit 
5-12 C-Atomen oder, wenn Ri und R 2 Wasserstoff 
Oder Hydroxy- und R 3 Wasserstoff bedeuten, einen 
Steroidrest bedeuten, und ein zusatzliches Lipid 
der Formel A, worin m null oder eins ist, R, und R 2 
unabhangig voneinander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy 
oder Alkenyloxy mitje 10-20 C-Atomen oder Acyl- 
oxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und R 4 
durch Tri-Ci-C 4 -alkylammonio substituiertes 
C2-C4-Alkyl oder 2-Aminoathyl bedeuten, 

oder dass man ein Lipid der Formel A, worin m 
null oder eins ist, R-i und R 2 unabhangig voneinan- 
der Alkyl, Alkenyl, Alkoxy mit je 10-20 C-Atomen 
oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 und R 4 Was- 
serstoff bedeuten und gegebenenfalls eines der 
genannten zusatzlichen Lipide der Formel A in 
wassriger Phase mit einem pH-Wert grosser als 
neun dispergiert, oder dass man 

b) ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins 
ist, einer der Reste Ri und R 2 Wasserstoff, Hy- 
droxy, d-C 4 -Alkyl und der andere Rest Alkyl, Al- 
kenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 C- 
Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 
Wasserstoff und R 4 durch eine Ammoniogruppe 
substituiertes C;>-C 4 -Alkyl bedeuten, und gegebe- 
nenfalls eins der unter a) genannten zusatzlichen 
Lipide der Formel A oder dass man 

ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins 
ist, Ri und R 2 unabhangig voneinander Alkyl, Alke- 
nyl oder Alkenyl oder Alkenyloxy mit je 10-20 
C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 
Wasserstoff und R 4 durch eine Ammonio-Qr-Gr 
alkylammoniogruppe substituiertes C;r-C 4 -Alkyl 
bedeuten, und eins der unter a) genannten zusatz- 
lichen Lipide der Formel A in wassriger Phase mit 
einem pH-Wert bis ca. 1 oder darunter dispergiert 
und die wassrige Phase neutralisiert und, wenn 
erwunscht, die erhaltlichen unilamellaren Liposo- 
men anreichert und/oder abtrennt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die wassrige Dispersion ein Lipid 
der Formel A, worin m eins ist, R^ Cio-C 2 o-Alkyl, 
Cio-CarAlkoxy, C 10 r-C Z (rAcyloxy, R 2 Wasserstoff 
oder Hydroxy, R 3 Wasserstoff oder Methyl und R 4 
Wasserstoff, Ci-C 4 -Alkyl 

2- Amino-2-carboxyathyl oder 

3- Amino-3-carboxy-n-propyl, 2-HydroxyathyI, 

2.3- Hydroxypropyl, 2,3-Athylendioxypropyl, 
2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl, 
Halogen-Cz-C 4 -alkyl 

oder einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen 
bedeuten, und ein zusatzliches Lipid der Formel 
A, worin R, und R 2 C 10 -C2<rAcyloxy, R 3 Wasserstoff 
und R 4 2-Trimethylammonioathyl oder 2-Amino- 
athyl bedeuten, enthalt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die wassrige Dispersion ein Lipid 
der Formel A, worin R-, und R 2 Cuj-Qjo-Alkanoyl- 
oxy, R 3 und R 4 Wasserstoff bedeuten, und gegebe- 
nenfalls ein zusatzliches Lipid der Formel A, wor- 
in Ri und R 2 Cio-C 20 -Alkanoyloxy, R 3 Wasserstoff 
und R 4 2-Trimethylammonioathyl, 2-Aminoathyl, 
2-Amino-2-carboxyathy 1 , 3-Am i no-3-carboxy-n- 
propyl oder den Inositolrest bedeuten, enthalt. 



4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die wassrige Dispersion naturliche 
Lysophosphatidsaure, synthetische Lysophospha- 
tidsaure, naturliches Lysophosphatidylserin, syn- 

5 thetisches Lysophosphatidylserin, Lysophosphati- 
dylglycerin oder Lysophosphatidylinositol und zu- 
satzlich naturliches Lecithin, synthetisches Leci- 
thin mit gleichen Ci 2 -C 20 -Alkanoyloxy- oder 
Ci2-C 20 -Alkenoyloxygruppen, synthetisches Leci- 

10 thin mit verschiedenen Ci^^-Alkanoyloxy- oder 
Cir-Cso-Alkenoyloxygruppen, naturliches Kepha- 
lin, synthetisches Kephalin mit gleichen G^z-Cxr 
Alkanoyloxy- oder C 12 -C 20 -Alkenoyloxygruppen 
oder synthetisches Kephalin mit verschiedenen 

is Ciz-CarAlkanoyloxy- oder Cir-Ca-Alkenoyloxy- 
gruppen enthalt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die wassrige Dispersion naturliche 
Phosphatidsaure, synthetische Phosphatidsaure 

20 und gegebenenfalls zusatzlich naturliches Leci- 
thin, synthetisches Lecithin mit gleichen C 12 -C 2 o- 
Alkanoyloxy- oder C-i^a-Alkenoyloxygruppen, 
synthetisches Lecithin mit verschiedenen C^z-Csa- 
Alkanoyloxy- Oder Ciir-CarAlkenoyloxygruppen, 

25 naturliches Kephalin, synthetisches Kephalin mit 
gleichen C 12 -C 20 -Alkanoyloxy- oder C 12 -C 20 -Alken- 
oyloxygruppen oder synthetisches Kephalin mit 
verschiedenen C 12 -C 20 -Alkanoyloxy- oder Ci 2 -C 20 - 
Alkenoyloxygruppen enthalt, 

30 6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die wassrige Dispersion Ei- 
Phosphatidsaure oder Ei-Phosphatidsaure und Ei- 
Lecithin enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
35 zeichnet, dass die wassrige Dispersion Ei- 
Phosphatidsaure, Ei-Lecithin oder Phosphatidyl- 
serin aus dem Rinderhirn enthalt. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die wassrige Dispersion Asolectin 

40 enthalt. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die wassrige Dispersion Ei- 
Phosphatidsaure, Ei-Lecithin und Cholesterin ent- 
halt. 

45 10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die wassrige Dispersion Lyso- 
lecithin und Ei-Lecithin enthalt. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die wassrige Dispersion na- 

50 tiiriiches Lysophosphatidylserin und Ei-Lecithin 
enthalt. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man die homogene Schicht 
der unter Verfahren a) genannten Lipide in wassri- 

55 ger Phase dispergiert und anschliessend den pH- 
Wert auf ca. 12 erhoht. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man den pH-Wert durch Zuga- 
be von verdiinnter wassriger Natriumhydroxid- 

60 oder Kaliumhydroxid-Losung erhoht. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man eine homogene Schicht 
der unter Verfahren a) genannten Lipide in ver- 
diinnter, wassriger Natriumhydroxid- oder Kali- 

65 umhydroxid-Losung dispergiert. 



14 



27 



0 088 046 



28 



15. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man die homogene Schicht 
der unter Verfahren b) genannten Lipide in wassri- 
ger Phase mit einem pH von ca. 1 dispergiert. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man die gemass a) herstellba- 
re wassrige Phase durch Zugabe von physiolo- 
gisch annehmbaren Sauren Oder von Pufferlosung 
mit einem pH 7-8 neutralisiert. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man die wassrige Phase 
durch Zugabe von SalzsSure neutralisiert. 

18. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man die gemass b) herstellba- 
re wassrige Phase durch Zugabe von physiolo- 
gisch annehmbaren Basen neutralisiert. 

Claims 

1. A process for the preparation of unilamellar 
liposomes, characterised in that 
a) a lipid of the formula 

R 3 (0) m 
I II 
R 1 -CH s -C-CH 2 -O-P-0-R 4 (A), 
I I 
R s OH 

wherein m is 0 or 1, one of the radicals Ri and R 2 
is hydrogen, hydroxy or d-dalkyl, and the other 
is alkyl, alkenyl, alkoxy or alkenyloxy, each of from 
10 to 20 carbon atoms, or is acyloxy of from 10 to 
50 carbon atoms, R 3 is hydrogen or C 1 -C 4 alkyl, 
and R 4 is hydrogen, d-dalkyl, 0,-dalkyl sub- 
stituted by carboxyl or by sulfo, d-C 7 alkyl sub- 
stituted by carboxyl and by amino, the amino 
group being in the a-position to the carboxyl 
group, Ci-C 4 alkyl substituted by halogen, d-d- 
alkoxycarbonyl or by d-dalkanesulfonyl, or 
d-dalkyl substituted by free or etherified hy- 
droxy groups, where two etherified hydroxy 
groups may be linked to each other through meth- 
ylene, ethylene, ethylidene, 1,2-propylene or 2,2- 
propylene, or is a carbohydrate radical of from 5 to 
12 carbon atoms, or, if R-i and R 2 are hydrogen or 
hydroxy and R 3 is hydrogen, is a steroid radical, 
and an additional lipid of the formula A, wherein m 
is 0 or 1, each of Rt and R 2 independently of the 
other is alkyl, alkenyl, alkoxy or alkenyloxy, each 
of from 10 to 20 carbon atoms, or is acyloxy of from 
10 to 50 carbon atoms, R 3 is hydrogen, and R 4 is 
C2-C 4 alkyl substituted by tri-Ci-C 4 alkylammonio, 
or is 2-aminoethyl, or a lipid of the formula A 
wherein m is 0 or 1, each of R1 and R 2 indepen- 
dently of the other is alkyl, alkenyl, alkoxy, each of 
from 10 to 20 carbon atoms, or is acyloxy of from 
10 to 50 carbon atoms, R 3 and R 4 are hydrogen, 
and optionally one of the mentioned additional 
lipids of the formula A, is dispersed in an aqueous 
phase having a pH value higher than 9, or 

b) a lipid of the formula A, wherein m is 0 or 1, 
one of the radicals R1 and R 2 is hydrogen, hydroxy 
or Cr-C 4 alkyl, and the other is alkyl, alkenyl, alk- 
oxy or alkenyloxy, each of from 10 to 20 carbon 
atoms, or is acyloxy of from 10 to 50 carbon atoms, 



R 3 is hydrogen, and R 4 is C2-C 4 alkyl which is sub- 
stituted by an ammonio group, and optionally one 
of the additional lipids of the formula A as speci- 
fied under a); or 

s a I ipid of the formula A, wherein m is 0 or 1 , each 
of R1 and R 2 independently of the other is alkyl, 
alkenyl or alkenyl or alkenyloxy, each of from 10to 
20 carbon atoms, or is acyloxy of from 10 to 50 
carbon atoms, R 3 is hydrogen, and R* is d-dalkyl 

70 which is substituted by an ammonia-d-dalkyl- 
ammonio group, and one of the additional lipids of 
the formula A as specified under a) is despersed 
in an aqueous phase having a pH value of about 1 
or below, and the aqueous phase is neutralised, 

75 and, if desired, the unilamellar liposomes so ob- 
tained are enriched and/or separated. 

2. A process according to claim 1, charaterised 
in that the aqueous dispersion contains a lipid of 
the formala A, wherein m is 1, R1 is do-doalkyl, 

20 C 10 -C;>oalkoxy, or do-doacyloxy, R 2 is hydrogen 
or hydroxy, R 3 is hydrogen or methyl, and R 4 is 
hydrogen, d-C 4 alkyl, 

2- amino-2-carboxyethyl or 

3- amino-3-carboxy-n-propyl, 

25 2-hydroxyethyl, 2,3-hydroxypropyl, 
2,3-ethylenedioxypropyl, 
2,3-(2,2-propylene)dioxypropyl, 
halo-C2-C 4 alky, 

or a carbohydrate radical of from 5 to 12 carbon 
30 atoms, and an additional lipid of the formula A, 
wherein R1 and R 2 are dtrdoacyloxy, R 3 is hy- 
drogen and R 4 is 2-trimethylammonioethyl or 2- 
aminoethyl. 

3. A process according to claim 1 , characterised 
35 in that the aqueous dispersion contains a lipid of 

the formula A, wherein R1 and R 2 are do-doal- 
kanoyloxy, and R 3 and R 4 are hydrogen, and op- 
tionally an additional lipid of the formula A, where- 
in Rt and R 2 are C 10 -C 2 oalkanoyloxy, R 3 is hy- 
40 drogen and R 4 is 2-trimethylammonioethyl, 2-ami- 
noethyl, 2-amino-2-carboxyethyl, 3-amino-3- 
carboxy-n-propyl, or the inositol radical. 

4. A process according to claim 1 , characterised 
in that the aqueous dispersion contains a natural 

45 lysophosphatidic acid, a synthetic lysophosphatid- 
ic acid, a natural lysophosphatidylserine, a syn- 
thetic lysophosphatidylserine, a lysophosphat- 
idylglycerol or a lysophosphatidylinositol, and 
additionally a natural lecithin, a synthetic lecithin 

50 containing identical Ciz-C^alkanoyloxy or 
Ci2-C2oalkenoyloxy groups, a synthetic lecithin 
containing different Ci 2 -C 20 alkanoyloxy or 
dz-Czoalkenoyloxy groups, a natural cephalin, a 
synthetic cephalin containing identical dr-doal- 

55 kanoyloxy or dz-doalkenoyloxy groups or a syn- 
thetic cephalin containing different Cir-doal- 
kanoyloxy or dz-doalkenoyloxy groups. 

5. A process according to claim 1, characterised 
in that the aqueous dispersion contains a natural 

60 phosphatidic acid, a synthetic phosphatidic acid, 
and optionally additionally a natural lecithin, a 
synthetic lecithin containing identical C 12 -C 20 al- 
kanoyloxy or dr-doalkenoyloxy groups, a syn- 
thetic lecithin containing different d 2 -doalkanoyl- 

65 oxy or dz-doalkenoyloxy groups, a natural ce- 
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phalin, a synthetic cephalin containing identical 
C 12 -C 20 alkanoyloxy or C 1z -C zo alkenoyloxy groups, 
or a synthetic cephalin containing different 
dz-Czoalkanoyloxy or C 12 -C 20 alkenoyloxy groups. 

6. A process according to claim 1, characterised 
in that the aqueous dispersion contains egg phos- 
phatide acid, or egg phosphatidic acid and egg 
lecithin. 

7. A process according to claim 1 , characterised 
in that the aqueous dispersion contains egg phos- 
phatidic acid, egg lecithin or beef brain phosphat- 
idylserine. 

8. A process according to claim 1 , characterised 
in that the aqueous dispersion contains asolectin. 

9. A process according to claim 1 , characterised 
in that the aqueous dispersion contains egg phos- 
phatidic acid, egg lecithin and cholesterol. 

10. A process according to claim 1, charac- 
terised in that the aqueous dispersion contains 
lysolecithin and egg lecithin. 

11. A process according to claim 1, charac- 
terised in that the aqueous dispersion contains 
natural lysophosphatidylserine and egg lecithin. 

12. A process according to claim 1, charac- 
terised in that a homogeneous layer of the lipids 
as specified under process a) is dispersed in an 
aqueous phase and the pH value is subsequently 
raised to about 12. 

13. A process according to claim 12, charac- 
terised in that the pH value is raised by the addi- 
tion of dilute aqueous sodium hydroxide solution 
or dilute aqueous potassium hydroxide solution. 

14. A process according to claim 1, charac- 
terised in that a homogeneous layer of the lipids 
as specified under process a) is dispersed in di- 
lute aqueous sodium hydroxide solution or dilute 
aqueous potassium hydroxide solution. 

15. A process according to claim 1, charac- 
terised in that a homogeneous layer of the lipids 
as specified under process b) is dispersed in an 
aqueous phase having a pH of about 1. 

16. A process according to claim 1, charac- 
terised in that the aqueous phase that can be 
prepared in accordance with a) is neutralised by 
the addition of a physiologically acceptable acid, 
or a buffer solution having a pH of from 7 to 8. 

17. A process according to claim 16, charac- 
terised in that the aqueous phase is neutralised by 
the addition of hydrochloric acid. 

18. A process according to claim 1, charac- 
terised in that the aqueous phase that can be 
prepared in accordance with b) is neutralised by 
the addition of a physiologically acceptable base. 

Revendications 

1. Procede de preparation de liposomes unila- 
mellaires caracterise en ce que: 
a) on disperse un lipide de formule 

R 3 (0) m 
I II 
R,-CH 2 -C-CH s -0-P-0-R 4 (A), 

R, OH 



dans laquelle m est egal a 0 ou 1, 1'un des symbo- 
les Ri ou R 2 represente I'hydrogene, un groupe 
hydroxy, alkyle en C 1-C 4 et I'autre un groupe 
alkyle, alcenyle, alcoxy ou alcenyloxy contenant 

5 chacun 10 a 20 atomes de carbone ou acyloxy 
contenant 10 a 50 atomes de carbone, R 3 repre- 
sente I'hydrogene ou un groupe alkyle en C 1-C 4 
et R 4 represente I'hydrogene, un groupe alkyle en 
C 1-C 4, alkyle en C 1-C 7 substitue par un groupe 

10 carboxy ou sulfo, alkyle en C 1-C 7 substitue par 
un groupe carboxy et un groupe amino, le groupe 
amino se trouvant en position alpha du groupe 
carboxy, alkyle en C 1-C 4 substitue par un ha- 
logene, un groupe (alcoxy en C 1-C 4)-carbonyle 

15 ou alcane-sulfonyle en C 1-C 4 ou un groupe 
alkyle en C 2-C 4 substitue par des groupes hy- 
droxy libres ou etherifies, deux groupes hydroxy 
etherifies pouvant etre relies entre eux par un 
groupe methylene, ethylene, ethylidene, 1,2-pro- 

20 pylene ou 2,2-propylene, un reste d'hydrate de 
carbone en C 5-C 12 ou bien encore, lorsque R, et 
R 2 represented I'hydrogene ou des groupes hy- 
droxy et R 3 I'hydrogene, un reste de steroi'de, et un 
lipide supplemental de formule A dans laquelle 

25 m est egal a 0 ou 1, R-, et R 2 represented chacun, 
independamment I'un de I'autre, un groupe alkyle, 
alcenyle, alcoxy ou alcenyloxy contenant chacun 
10 a 20 atomes de carbone ou acyloxy contenant 
10 a 50 atomes de carbone, R 3 represente I'hy- 

30 drogene et R 4 un groupe alkyle en C 2-C 4 substi- 
tue par un groupe tri-(alkyle en C 1-C 4)-ammonio 
ou un groupe 2-aminoethyle, 

ou bien on disperse un lipide de formule A dans 
laquelle m est egal a 0 ou 1, R, et R 2 represented 
chacun, independamment I'un de I'autre, un 
groupe alkyle, alcenyle, alcoxy contenant chacun 
10 a 20 atomes de carbone ou acyloxy contenant 
10 a 50 atomes de carbone, R 3 et R 4 represented 
I'hydrogene et, le cas echeant, I'un des lipides 
supplementaires de formule A mentionnes ci- 
dessus en phase aqueuse a un pH superieur a 9, 
ou bien b) on disperse un lipide de formula A dans 
laquelle m est egal a 0 ou 1, I'un des symboles R, 
et R 2 represente I'hydrogene, un groupe hydroxy, 
alkyle en C 1-C 4 et I'autre un groupe alkyle, 
alcenyle, alcoxy ou alc6nyloxy contenant chacun 
10 a 20 atomes de carbone ou acyloxy contenant 
10 a 50 atomes de carbone, R 3 represente I'hy- 
drogene et R 4 un groupe alkyle en C 2-C 4 substi- 
tu6 par un groupe ammonio, et le cas echeant, I'un 
des lipides supplementaires de formula A men- 
tionnes sous a), ou bien 

on disperse un lipide de formule A dans la- 
ss quelle m est 6gal a 0 ou 1, R 1 et R 2 reprSsentent 
chacun, independamment I'un de I'autre, un 
groupe alkyle, alc6nyle ou alcenyle ou alcenyloxy 
contenant chacun 10 a 20 atomes de carbone ou 
acyloxy contenant 10 a 50 atomes de carbone, R 3 
60 represente I'hydrogene et R 4 un groupe alkyle en 
C 2-C 4 substitue par un groupe ammonio-(alkyle 
en C 2-C 4)-ammonio, et I'un des lipides supple- 
mentaires de formula A mentionnes sous a) en 
phase aqueuse a un pH de 1 environ ou au- 
65 dessous et on neutralise la phase aqueuse, et, si 
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on le desire, on enrichit et/ou on separe les lipo- 
somes unilamellaires obtenus. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la dispersion aqueuse contient un lipide 
de formule A dans laquelle m est egal a 1, 
represente un groupe alkyle en C 10-C 20, alcoxy 
en C 10-C 20, alcyloxy en C 10-C 20, R 2 represente 
I'hydrogene ou un groupe hydroxy, R 3 represente 
I'hydrogene ou un groupe methyle et R 4 repre- 
sente I'hydrogene, un groupe alkyle en C 1-C 4, 

2- amino-2-carboxyethyle ou 

3- amino-3-carboxy-n-propyle, 
2-hydroxyethyle, 2,3-hydroxypropyle, 
2,3-ethylene-dioxypropyle, 
2,3-(2,2-propylene)-dioxypropyle, 
halogenoalkyle en C 2-C 4 ou un reste d'hydrate 
de carbone en C 5-C 12, et un lipide supplemen- 
taire de formule A dans laquelle R-t et R 2 represen- 
tent des groupes acyloxy en C 10-C 20, R 3 repre- 
sente I'hydrogene et FU un groupe 2-trimethylam- 
monioethyle ou 2-aminoethyle. 

3. Procede selon la revendication 1 , caracterise 
en ce que la dispersion aqueuse contient un lipide 
de formule A dans laquelle et R 2 representent 
des groupes alcanoyloxy en C 10-C 20, R 3 et R 4 
representent I'hydrogene et, le cas echeant, un 
lipide supplemental de formule A dans laquelle 
R\ et R 2 representent des groupes alcanoyloxy en 
C 10-C 20, R 3 represente I'hydrogene et R4 repre- 
sente un groupe 

2-trimethylammonioethyle, 2-aminoethyle, 

2- amino-2-carboxyethyle, 

3- amino-3-carboxy-n-propyle 
ou le reste de I'inositol. 

4. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la dispersion aqueuse contient de 
I'acide lysophosphatidique naturel, de I'acide ly- 
sophosphatidique synthetique, une lysophospha- 
tidylserine naturelie, une lysophosphatidylserine 
synthetique, du lysophosphatidylglycerol ou du 
lysophosphatidylinositol eten plus de la lecithine 
naturelie, une lecithine synthetique contenant des 
groupes alcanoyloxy en C 12-C 20 ou alcenoyloxy 
en C 12-C 20 identiques, une lecithine synthetique 
contenant des groupes alcanoyloxy en C 12-C 20 
ou alcenoyloxy en C 12-C 20 differents, une 
cephaline naturelie, une cephaline synthetique 
contenant des groupes alcanoyloxy en C 12-C 20 
ou alcenoyloxy en C 12-C 20 identiques ou une 
cephaline synthetique contenant des groupes al- 
canoyloxy en C 12- C 20 ou alcenoyloxy en C 12- 
C 20 differents. 

5. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la dispersion aqueuse contient de 
I'acide phosphatidique naturel, de I'acide phos- 
phatidique synthetique et, lecas echeant, en outre 
de la lecithine naturelie, de la lecithine syntheti- 
que a groupes alcanoyloxy en C 12-C 20 ou alce- 
noyloxy en C 12-C 20 identiques, une lecithine 



synthetique a groupes alcanoyloxy en C 12-C 20 
ou alcenoyloxy en C 12-C 20 differents, une 
cephaline naturelie, une cephaline synthetique a 
groupes alcanoyloxy en C 12- C 20 ou alcenoyloxy 
5 en C 12-C 20 identiques, ou une cephaline synthe- 
tique a groupes alcanoyloxy en C 12-C 20 ou 
alcenoyloxy en C 12-C 20 differents. 

6. Procede selon la revendication 1 , caracterise 
en ce que la dispersion aqueuse contient de 

10 I'acide phosphatidique d'ceuf ou de I'acide phos- 
phatidique d'ceuf et de la lecithine d'oeuf. 

7. Procede selon la revendication 1 , caracterise 
en ce que la dispersion aqueuse contient de 
I'acide phosphatidique d'oeuf, de la lecithine d'ceuf 

15 ou de la phosphatidylserine de cervelle de bovin. 

8. Procede selon la revendication 1 , caracterise 
en ce que la dispersion aqueuse contient de I'aso- 
lectine. 

9. Procede selon la revendication 1, caracterise 
20 en ce que la dispersion aqueuse contient de 

I'acide phosphatidique d'ceuf, de la lecithine d'ceuf 
et du cholesterol. 

10. Procede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que la dispersion aqueuse contient de 

25 la lysolecithine et de la lecithine d'ceuf. 

11. Procede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que la dispersion aqueuse contient de 
la Iysophosphatidyls6rine naturelie et de la leci- 
thine d'ceuf. 

30 12. Procede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que Ton disperse la couche homogene 
des lipides mentionnes en reference au procede 

a) en phase aqueuse et on porte ensuite le pH a 12 
environ. 

35 13. Procede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que I'on accroTt le pH par addition d'une 
solution aqueuse diluee d'hydroxyde de sodium 
ou d'hydroxyde de potassium. 

14. Procede selon la revendication 1, caracte- 
40 rise en ce que I'on disperse une couche ho- 

mogdne des lipides mentionnes en reference au 
procede a) dans une solution aqueuse diluee d'hy- 
droxyde de sodium ou d'hydroxyde de potassium. 

15. Procede selon la revendication 1, caracte- 
45 rise en ce que I'on disperse la couche homogene 

des lipides mentionnes en reference au procede 

b) en phase aqueuse a un pH d'environ 1. 

16. Procede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que I'on neutralise a pH 7 a 8 la phase 

50 aqueuse preparee par le procede a) par addition 
d'acides acceptables pour I'usage pharmaceuti- 
que ou d'une solution tampon. 

17. Procede selon la revendication 16, caracte- 
rise en ce que I'on neutralise la phase aqueuse 

55 par addition d'acide chlorhydrique. 

18. Procede selon la revendication 1, caracte- 
rise en ce que I'on neutralise la phase aqueuse 
preparee par le procede b) par addition de bases 
acceptables pour I'usage pharmaceutique. 

60 



65 

17 



